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P L A N T E A M I E N T O  T E O R I C O
-  IN T R O D U C C IO N
Los polirribosomas, por sus especiales caracterfsticas, es fan mtimamente lig a -  
dos a la ac tiv idad  ce lu la r. El ser una estructura eminentemente funcional, re -  
gulada segun las necesidades celu lares, asiento de la smtesis de protem as, h a -  
ce que gran numéro de investigadores se hayon preocupado durante aflos de sus 
modificaciones en las diferentes circunstancias de la vida c e lu la r. Una de las 
alteraciones ce lu lares , que atrae de forma especial la a ten c io n , es la onco lo - 
gica en sus dos modaiidades benigna y m aligna. Los polisomas refle jan claram e£  
te , tan to en su distribucîôn dentro de la c é lu la , como en su morfologid y a c tiv i 
dad , este estodo anom ale , participando estrechamente en el mismo, por lo que 
un estudio polisomico constituye un aspecto importante dentro de la am plia pro 
blem âtîca oncolog ica.
Por otra p arte , todo acercam iento a un biopolimero supone introducîr combles 
importantes en é l ,  por lo que los resuItados obtenidos estdn siempre en funciôn 
de la té en ica ap licada al estudio. Este hoce que, en p arte , el cumule de da­
tes ya conocidos sean d iffc ilm ente  comparables e intercam biables.
En estas circu nstancias se comenzô este trab a jo , tra tonde de estudiar los polîso^ 
mas de tejidos normales y cancerosos de forma " fîs io lô g ica" , es d e c ir , lo mas 
cerca posible de la realidad ce lu lar de dichos tejidos e intentando ademas con 
seguir que los dates obtenidos a partir de ambos tipos ce lu lares sean compara­
bles.
Hemos querido a n a liz a r  la activ idad  polîsômica en el te jido  can ce rose conside- 
rado como con junte de ce lu las, y la que se produce en la célu la tumoral en par 
t ic u la r. Para e l l e ,  se ha tomado primero el tumor en fase de crecim iento loga- 
rftm ico , en la que las células constîtuyentes se encuentran en cualquier memen­
to de su propio c ic lo  v ita l (c ic lo  c e lu la r), por lo que los resuItados serôn v a lo -  
res representatives del conjunto de la poblaciôn c e lu la r, es d e c ir , del tumor.
A  contînuacîon se toma una poblacîon en la que el 80%  aproxîmadamente 
de las células se encuentran en una misma fase de su c îc lo ; concretamente 
elegîmos la fase de smtesîs de D N A  (fase S ), por ser la mas sencîlla  en cuaji 
to G smtesîs de protemas se re fie re .
Este ultim o estudio im plica m odificor el crecim iento libre del tumor para s in - 
cronizar su poblaciôn c e lu la r. Las técnicas conocidas a tal efecto  suelen ser 
mas eficaces cuando se ap lican  a poblaciones adaptadas a crecim iento "in 
v itro " , que cuando se hace directam ente sobre el tumor "in v iv o " . Para con- 
seguir resuItados de interpretaciôn mas segura se e lig iô  la sincronizaciôn del 
tumor previam ente odaptado a crecim iento en medio semicondicionado y se -  
estudiô también como afecta  a la ac tiv id ad  polîsômica del conjunto ce lu lar 
esc adaptaciôn a crecim iento "in v itro " .
El m ateria l ce lu lar e leg ido para hacer el estudio ha sido tumor ascftico de -  
Ehriich (ver capftulo I V . 2 . -  M a te ria l b io lôgico de partida) y ,  como células 
normales, cu ltivo  establecido de embriôn de ratôn (E R G A N ).
Para a lcan zar nuestro o b je tiv o , se hizo primero un estudio de las técnicas mas 
comunmente usadas, modi fi côndolas y adapta ndolas a nuestras posibilidades y 
condiciones de trabajo; asf como a las Ifneas celulares objeto de nüestro estudio, 
de forma que se pudiese seguir una misma sistemôtica con todas estas.
Uno de los puntos menos cloros a cerca de los polisomas de células de mamffero 
en gen era l, y de tumor ascftico de Ehriich en p a rtic u la r, es la s ignificaciôn -  
de su d iferenciac iôn  en dos sistemas : polisomas libres en el citoplasm a, y p o li­
somas unidos a membranas de retfculo endoplôsmico. Por e llo ,  en todo nuestro 
trab a jo , se estudian por separado ambos sistemas en sus aspectos morfolôgicos y 
funcional es.
Las manipulaciones necesarias para conseguir una poblaciôn en fase S (adapta­
tio n  a crecim iento "in v itro "  y sincronizaciôn) son otros tantos cambios in tro -  
ducidos en la c é lu la , que afectan a la estructura polirribosôm ica, y que se -  
estudian por separado.
En resumen, ho rem os un estudio lo mas completo posible de todos los factor es 
que se entrem ezclan en el camino que lleva  al conocimiento de un biopolfm e- 
ro , partiendo de los morfolôgicos para profundizar luego en los bioqufmicos.
I . I . -  EL C A N C E R , N EO PLA SIA  IRREVERSIBLE y HEREDITARIA SO M A TI 
C A M E N TE .
Desde el ano 1894 en que L . Heidenhaîn sugîere que los tumores pueden ser 
producîdos por anomal Tas cromosomicas, numerosos outores (5 6 , 83 y 146) -  
descrîbîeron la presencia de estas y la aparîcion de células tetraploides en 
tumores humanos, de an im ales, e , incluso, en tejidos végéta les (8 3 ). Esta -  
hipotesis no llego a comprobarse expérim entaIm ente, quedandose en la mera 
observation m orfologico.
En 1947, P . C .  Kol 1er suposo que las alteraciones cromosomicas podridn ser 
la consecuencia de previas alteraciones citopidsmicas (7 5 ), ya que existian  
fenomenos nucleares regulados por el citoplasma.
Muchas hipotesis fueron apareciendo desde enfonces, ya que los cromosomas 
eran e l asiento de los factores hereditarios y su relacion con diverses neopla­
sias despertaba gran inférés.
Posteriormente, se pudo establecer y demostrar, en gran numéro de tumores, 
la in fluencia  genética en la aparicion y désarroi lo del cancer, pero no que 
las alteraciones cromosomicas fuesen su causa.
I .  Berenblun y P. Shubik (1 9 4 7 , 1954) consideran que la cancerizacion se pro 
duce en dos etapas : una, fase de in ic îa c iô n , que origine células tumorales -  
latentes, y o tra , fase de prom otion, necesaria para que estas células den ju­
ger a une masa neoplasica (9 ,  10 y 1 1 ) .  Ambas fa s es son irréversibles, eunque 
la persistencia de la primera no baste para desencadenar une neoplasia, es -  
necesaria la segunda. En la fase in it ia l  puede ester im pli cede une prédisposi­
tio n  g en é tica , une a lte ra tio n  citoplasmico por un agente cancerfgeno, de t i -  
po fisico (rad iaciones), quimico (h idrocarbures cancerfgenos), o b io lôgico  
(virus, inflaciones crônicas, e t c . ) , o la acciôn "subcancerrgena" de diverses 
agentes que aisladam ente no producen cancer. En la segunda fase se produce 
une m odificaciôn neoplasica hereditaria en el sentido de que se trasmite de g e -  
neraciôn en generaciôn c e lu la r. Los agentes de promociôn son multiples: fis i ces, 
qufmicos, vfricos y m etabôlicos. También puede estimular esta fase la simple -  
proliferaciôn ce lu lar inespecffice (3 4 ).
O tro  au to r, L . Foulds (1 9 5 4 , 1958), considéra que la progresion tumoral 
es p a u la tin a , désarroi landose un proceso complejo en el que se com binon 
m odificaciones independientes de caractères unitarios que deciden la apa­
ric ion de la célu la cancerosa (4 4 ).
En ambas hipotesis, el condicionamiento genético constituye una piezo -  
clove para la transforma cion cancerosa, y por tonto , cualquier combio en 
e l D N A  y en las nucleoprotemos del genomo puede ser esencio l.
1 . 2 . -  ASPECTOS M AC R O M O LEC U LA R ES. PO LIRRIBO SO M AS.
En el estudio de los procesos de transforma cion neoplasica, y mas concreta­
mente en los de m olignizocion c e lu la r, es interesante distinguir los aspectos 
macromoleculares en e l los involucrodos y su repercusion en el orden bioquT- 
m ico , ya que son la causa de la fenomenologid observada m orfologicam ente, 
es d e c ir , overiguor a qué niveles actuan coda uno de los agentes concerfgenos, 
qué alteraciones moleculares producen reoIm ente.
Es évidente que el D N A  ce lu lar se transforma mas o menos gradua Im ente, ya 
que cada cambio ce lu la r es transmitido de generation  en gen eratio n .
Los estudios enzim aticos reolizodos en células transformadas (5 2 , 95 y 139) 
de te eta n m odificaciones, consecuencia logica de lo anterior; por una p arte , 
genes existantes en el D N A  de las células normales pueden desaparecer o que 
dar inhibidos durante la transform ation neoplasica por lo que se pierden o lg u - 
nos sistema enzim aticos, y por o tra , es posible también una a lte ra tio n  genéti­
ca que repercuta en cambios estructura les (y por ton to bioquimicos) de las e n -  
zimas por ellos cod i f  i codas. Consecuencia de todo e llo  son los cambios m eto- 
bolicos y morfolôgicos de la célu la a los que antes hacidmos re fe re n d a . La 
in te rre la tio n  nucleo-citoplosm o hoce pensor que estos fenômenos hon sido pro 
ducidos por otros previos y son, o pueden ser, desencodenantes de nuevos fe ­
nômenos que también a fecten  a l D N A . Nos encontromos en un cfrculo v ic ioso. 
Una de las etapas en la que esa in terre laciôn  se expresa con mas rapidez (es­
ta ndo mas prôximos causa y efecto) es la de traducciôn del m -R N A  por los -  
ribosomos a protem as. Las estructuras formadas a ta l f in , los polirribosomas, 
in tervienen directam ente en la interregulaciôn nucleo-citoplasm a y la mues- 
tran claram ente con su a c tiv id a d .
La înhîb îcion del crecim iento c e lu la r , que se produce en células normales 
a l entrar en conta cto unos con otros, Neva consigo una disgregacion pau la­
tina de los polisomas a monosomas. Este fenômeno no se repi te en cultivos 
de células cancerosas. *
En algunos casos se ha demostrado que ciertas distribuciones de polirribosomas 
son carocteristicos de diferentes es tados de madurocion vTrica (2 5 , 104 y 106). 
Lo mismo puede suceder en células de tumores no expérim entales.
Los estudios ya reolizodos en esta Im ea hon conclufdo que en células norma­
les la d istribution ri bosom ica mas frecuente es la de polirribosomas de 5 a 7  
ribosomos (17 y 2 5 ) . En células transformadas vm cam ente se encuentran de -  
has ta 40 unidades (2 5 ) , asf como en células procédantes de tumores humanos, 
mantenidas "in v itro "  (104 ).
También se ha observado que en las células de c ic lo  corto los ribosomos y po­
lirribosomas se encuentran en su mayor porte libres en el citoplasm a, asf como 
en las células tumorales (1 5 ) , en las tra tados con cancerfgenos y en las in fe c -  
tadas vm cam ente  (25  y 104).
Si a es to unimos : a) e l ser uno estructura fun c io n a l, es d e c ir , sin existencia  
permanente en la c é lu la , ya que se forma para s in tetizar coda protema d e te r-  
minada solo cuando ésto es necesaria a la cé lu la ; b) el presenter una especi- 
fic idad  to ta l, ya que coda polirribosoma solo sintetizo uno protema contre ta ,  
la codificada por e l m -R N A  intégrante; c) e l cambiar su d istribution en fu n -  
cion de! c ic lo  c e lu la r , y el ser relativam ente m anejable; nos encontromos fren 
te a un elemento del que podemos obtener gran cantidad de inform ation in d i­
recte a ce rca de las alteraciones genéticos experimentodos por la célu la al -  
m alignizarse.
*  A l anadir une preparation  de membranes citoplasmicas a un cultivo  
preconfluente de células normales se observa la misma disgregacion 
polisomico que en fase de confluencia . Las células cancerosas no se 
olteron (8 4 ).
I L -  C O N S ID E R A C IO N E S  GENERALES que C O N D 'C IO N A N  este ESTUDIO
El aspecto que mas nos in ter esa resaltor de la estructura funcional que estamos 
manejando es precisamente este, el de ser exclusivomente fun c io n a l. Buena 
prueba de e llo  es su evolucîôn a lo largo del c ic lo  ce lu la r.
En las células cancerosas, en las que se da una elevada especiflcidod pro te i ca ,  
ton to enzîm atico como inm unologico, cabe esperor, y se encuentro de hecho, 
esta misma especificîdod en cuanto a la distrîbucion de estructuras y de a c t iv i-  
dades ri bosom i cas y pol isomicas.
Vamos a repasar rapidamente algunos conocimientos bdsicos necesarios para -  
nuestro trabajo .
11 . 1 . -  B IO SINTESIS de PROTEINAS en CELULAS EUCARIO TIC A S.
I I .  1 . 1 . -  Estructura Polirribosôm ica.
Los ribosomos hallados en organismes eucorioticos son ligeramente distintos a 
los de los procarioticos, que han sido ampliamente estudiados, (3 8 , 7 7 , 98 y 
127). Los de células de mamffero son también partfculas de ribonucleo-protefna; 
contienen aproximadamente la misma cantidad de protefnas que de r -R N A ; el 
peso m elecular es de aIrededor de 4 x 10^ doItons, tienen 250 R  de diam etro, 
y su coefic ien te  de sedîmentacîon en su forma mas compacta es de 80 S aproxî­
madamente.
Las dos subunidades desîguales que los componen presentan unos coefîcientes  
de sedimentacion de 60 y 40 S mas o menos. Las subunidades 40 S contienen 
r-R N A  de 18 S solam ente, y las 60 S de 28 S principalm ente con pequenas can 
tidades de r-R N A  de 5 S.
Los polirribosomas de células eucariôticas es tan formadas por los mismos elemen 
tos que los hallados en procarioticos : m -R N A , ribosomos y protefnas.
El m -R N A  no esta présente como una cadena desnuda, sîno como un complejo 
R N A -protefnos. Estas mismos protefnas se hon encontrado unidos al RNA ho- 
mologo del RNA semejante a l D N A  que se encuentro en el nucleo c e lu la r, y
es posible que cumplon uno misiôn protectoro de la cadena ribonucleica  
(30 , 57 y 107). Mas odelonte veremos esta asociacion a protem as.
I I .  1 . 2 . -  A ctuaciôn po lirri bosom ica en células eucariô ticas.
Su significado como estructura biosintetizadora de protemas fué establecido  
en reticu loci tos de conejo (1 4 2 ), y posteriormente se continué su estudio en 
hfgado de rata (128) y en ganglios lin fa ticos. En musculo embrionario de po 
l io , se bon encontrado polisomas de 60 unidades ribosômicas sintetizadores 
de la m iosina, de acuerdo con el m -R N A  de 5 .5 0 0  nucleôtidos necesarios -  
para cod ificar la subunidad proteica de 2 0 0 . 0 0 0  daltons.
El proceso de biosmtesis de protemas en células eucariôticas ha sido estudio- 
do poralelom ente a l seguido por células procariôticas (6 8 ) .  Por ser un temo -  
sobrodomente conocido sôlo vamos a opuntor las diferencias mas importantes 
existentes entre los dos sistemas.
1 ) In ic iac iôn  de la smtesis proteica ;
N o  se ha detectado transform ilasa en los extra c tos de células eucariô ticas, 
aunque la m etionina sigue siendo en este caso el am inoacido in ic iador (2 4 ).
Los resuItados expérim entales sugieren la existencia de factores especfficos 
de coda célu la  implicados en la in ic iac iôn  estimulando la uniôn del me nsa je ro 
a los ribosomos (58 y 5 9 ) . A s f, en células eucariôticas no se requiere la fo rm i- 
laciôn del m e t-t-R N A ^  para la in ic iac iôn  de la traducciôn (1 2 0 ).
Por otra p a rte , de células cancerosas se han aisiado dos factores que regulan 
la in ic iac iô n  (4 9 ).
2  ) Elongaciôn de la cadena peptfdica :
Se han aisiado a partir de células eucariôticas dos factores de elongaciôn , -  
uno équivalente  a l factor EFT, y otro al factor E FG , con propiedodes muy pa 
recidos a las de los procariôticos ( 1 2 0 ) .
3 )  Terminociôn de la cadena polipéptida :
En eucariôticos parece ser sim ilar a la que se produce en procariôticos. El 
trip le te  UAA  oc tua como codon sin sentido, do ndo lugor a l desprendimiento 
de la cadena de c itocrom o-c en levadura de panaderia (131) .  Por otra parte  
se ha aisiado un factor de terminociôn en reticulocitos (5 0 ).
Expérimenta Imente se han hallado un par de excepciones en cuanto a l pro­
ceso de biosmtesis :
a ) En reticulocitos de conejo , se bon encontrado ribosomos 
unidos a m -R N A  (un solo ribosomo en coda cadena de m ensajero), ca paces 
de s in tetizar cadenas polipeptfdicas completamente nuevos en sistemas libres 
de células (8 0 ). También se han hallado en hfgodo de rota (9 3 ).
b ) En algunos condiciones metobolicos un m -R N A  puede en 
controrse asociodo con polisomas mucho mas largos o pesados de lo que corres 
ponderid. Esto se observé en reticulocitos de conejo incubodos en presencia 
de m etiltreonina *  (1 7 ).
I I . 2 . -  E V O L U C IO N  R IB O S O M IC A  a lo LAR G O  del C IC L O  CELULAR.
Son m ultiples los estudios reolizodos sobre la biosmtesis de protemas en coda 
fase del c ic lo  c e lu la r * *  ( 121 ,  125, 129 y 130). En concordancia con los d i­
ferentes protemas sintetizadas se producen voriociones en el ogrupomiento ri bo­
som ic o . Estos estudios se realizon necesariamente en células sincronizadas, lo 
que im plica una o lterocion ce lu lar y la posible introduccion de artefactos ex­
périm entales, como veremos en el oportodo correspondiente. De los resuItados 
obtenidos se puede deducir que una serie de protemas son sintetizadas exc lu s i- 
vamente en alguna de las fases del c ic lo  y no en todas ( 1) .
1 1 . 2 . 1 . -  M itosis y fase G ] .
Analisis autorradiograficos indicon que durante la mitosis no hoy smtesis de 
D N A , ceso la de RNA y disminuye rapidamente la de protemas (1 3 0 ).
' La m etiltreonina actua como antagoniste de la isoleucina,
* *  C ic lo  ce lu lar segun Howard y Pelc (65 y 6 6 ) .
\Durante la metafase los polirribosomas se disocian (121 y 125), quedando 
muy pocos en la region de 150 a 300 S *  , y mds en lo 80 S en comparacion 
con lo observado en las células en in terfase..A sociada a la disminucidn de 
polirribosomas hay una importante disminucidn de smtesis de protefnas.
Experimentos realizados con células sincronizadas en metafase por diferentes 
métodos, conducen a I mismo resultodo (1 2 5 ).
En las siguientes 2 horas del c ic lo  (fase ) se observa un aumento gradual 
en e l tamaflo y cantidad de los polirribosomas y disminucidn de los ribosomos 
80 S. La sfntesis de protefnas aumento proporcionaImente a l numéro de p o li­
somas (1 3 0 ). En fase G^ la distribucidn de polirribosomas es parecida a la de 
una poblacidn no sincronizodo; estd relacionodo durante cierto tiempo con la 
formacidn de la membrana nuclear. Recientemente se ha visto como posible -  
el que también la sfntesis de protefnas de secrecidn esté primeramente restrin - 
gida a esta fase ( 1) .
Por otra p a rte , en células cancerosas se han obtenido los mismos resuItados, 
asf en HeLo * *  com probaron por observacidn a l microscdpio electrdnico que:
-  en la metafase los ribosomos estdn homogeneamente re p a rti-  
dos por el citoplasm a.
-  en la interfase los ribosomos estdn acumulados en hélices 
y en agregados amorfos.
IguaImente en tumor plosmdtico de rotdn se ho observado un aumento en G i 
de polisomas unidos a membranas, alcanzando el valor mds a lto  del c ic lo ,  
2 8 % , de acuerdo con la ac tiv idad  secretora de esta fase ( 1 ) .
La disociacidn de polisomas durante la mitosis puede ser debida a la fol ta de 
sfntesis de R N A  aunque si fuese este e l m otivo , aquella  no serid ton rdp ida , 
ya que el m -R N A  de células HeLo tiene una vida media aproximadamente de 
3 d 4  horas, y la metafase dura sdio 15 minutes. Tampoco se ha detectado un
*  Polisomas de 3 d 4  ribosomos en odelonte.
* *  Células tumorales humanos.
Vaumento de la ac tiv id ad  ribonucledsica en esa fase que explique una des- 
trucciôn repentina del m -R N A .
Experimentos realizados en esta Im ea usa ndo inhibidores de la smtesis de 
R N A , demuestran que el montaje de los polirribosomas después de la m ito­
sis ocurre independientem ente de la smtesis "de novo" del RNA (1 3 0 ). Esto 
sugiere que e l mensajero posa de la primera célu la  a las de la segunda g e -  
neracion , y es usado para d ir ig ir  la smtesis de protemas durante, a l menos, 
los estodos iniciados del siguiente c ic lo  ce lu la r.
1 1 . 2 . 2 . -  Fase S.
En esta fase se s in te tiza  el D N A  celu lar en un proceso coordinodo, d iv id ido  
en dos peribdos : en el primero se replica el D N A  extranucleo lar, y en el 
segundo el nucleolar (1 3 7 ). Solo se s in tetiza una pequena cantidad de m -R N A  
de vida media corta .
Nosotros estudio remos la ac tiv idad  po lirri bosom ica en células cancerosas du­
rante la fase temprana de smtesîs de D N A .
En gen era l, se observa en fase S una disminucidn de polisomas, aunque se si­
gue produciendo smtesis de protemas necesarias para in ic ia r la de D N A  y -  
m -R N A , ademas de la de histonas que solo se produce en esta fase (7 6 , 84 y 
129).
En algunos tejidos tumorales se ha observado un cierto numéro de polisomas 
ligados a membranas, menor que el existente en G-j (1).
1 1 . 2 . 3 . -  Fase G 2 .
En fase G 2  se produce uno gran parte de R N A , sobre todo r -R N A , y la ac ­
tiv idad  ri bosom ica es muy e levada; los polirribosomas presentan una d istribu- 
ciôn sim ilar a la a parecida en G-j, aunque su numéro es mayor.
11 . 3 . -  PO LIRRIBO SO M AS LIBRES y U N ID O S  a M EM BRANAS.
Actua Imente son sobrodomente conocidas las dos formas de presentarse los 
polisomas ci top I asm i cos en células de mamffero ;
V1 ) Unidos a membranas del retfculo endopidsm ico* .
2 ) Libres sin relacion con ningun otro componente subcelulor.
La aparicion de estos dos tipos de partfculas fué descri ta por primera vez por 
Palode (1 0 3 ).
Desde 1963 en que W ettstein (144) oislô por primera vez polirribosomas a -  
partir de hfgado de rata por tratqm iento con D O C  * *  del sobrenadante post­
m itocondria l, gran numéro de investigadores siguieron esa técn ica . Mds tarde 
Bloemendal (14) publica un trabajo en el que demuestro que se pueden oislar 
por separado ambos tipos de polisomas con buen rendimiento a partir de hfgado 
de rota sin u til iz e r  detergentes, y que también es ap licab le  a otros tejidos co­
mo rindn, hipdfisis, y un gran numéro de tumores.
Este método fué decisive para comprender mejor las caracteristicas "in situ"  
de los polisomas unidos a membranas (ya que con él no se desprenden de éstas), 
y también la posible disociacidn "in v iv o "  del complejo m em brona-po lisom o***
En tejidos em brionarios, y en general en células de crecim iento rdpido, 
la meyor parte de los polisomas esta ban libres y relocionodos probablemente 
con la sfntesis de protefnas de uso interno. Por otro p arte , en células d i -  
ferenciadas donde se producen grandes cantidades de protefnas que se trans 
por ta n , las partfculas se encuentran, en su mayor porte , estrechamente aso 
ciados al retfculo endopidsmico.
*M o rfo ld g icam en te  estas membranas presentan un aspecto "rugoso" ,  
por lo que antes de conocer su verdadera constitucidn se denomind 
retfculo endopidsmico rugoso a todo el conjunto.
* * D O C  = Desoxicolato sddico.
* * * E n  1965 Cam pbell (29) hace évidente la existencia de polisomas l i ­
bres en la fraccidn microsdmica y sugiere que estos polisomas derivan  
de los unidos a membranas. Mds tarde en 1966 (28) comprueba que -  
ambos sistemas tienen existencia real e independiente en la c é lu la .
11.3 .1 .  -  Aspectos m oleculares.
Estudiados macromoleculormente ambos tipos de polisomas no presentan graji 
des d iferencias. Los analisis del R N A  ri bosom ico de coda sistema no revelon  
ninguno d iferencio  s ig n ifico tiva . N o  hay tampoco diferencias marcadas en 
cuanto al tamano de los polisomas intégrantes (2 7 ).
Respecte a la naturaleza de la union de los polisomas a las membranas se t ie -  
nen algunos datos, pero no estd c la ro . Los tratomientos con detergentes idnicos 
(D O C , SDS), o no idnicos *  (Triton X -1 0 0 , Lubrol W ) ,  conducen a la lib e ra - 
cidn de partfculas ribosdmicas sedimentables; segun los casos se obtienen solo 
monosomas, o monosomas y dimeros (17 y 2 5 ) , aunque cuando las condiciones 
de proteccidn polisdmica se mantienen rigurosomente, se obtienen polisomas
(1 7 ).
U ltim am ente (2 ,  117 , 122 y 124), los resu I tados pore ce n sugerir que hay dos 
tipos de uniones entre los polirribosomas y las membranas. Uno es sensible a 
la a lta  concentracidn s a lin a , y otro a la purom icina, siendo ademds posible, 
al p arecer, in c lu ir el polipéptido naciente como componente de la unidn.
Es muy probable que en tejidos no secretores el en lace mds importante es el 
sensible a la concentracidn sa lina .
En algunos tejidos cancerosos como tumores oscfticos de Krebs y de Ehriich , 
es posible que la unidn se produzco primero por interaccidn de la membrana 
con algunos sectores del m -R N A  d irectam ente, antes de que los ribosomos se 
unan para former el complejo troductor (3 5 , 41 y 4 3 ) , mientros que en HeLo 
(118) parece haber dos uniones, uno debida a la subunidad 60 S (sensible a l 
ED TA), y otra sensible a la RNosa, que podrîd ser la interaccidn m -R N A -  
membrana.
Por otro parte es posible que estdn involucrodos en el en lace las protefnas r i ­
bosdmicas asf como las de membrana.
*  So lub ilizan  las membranas y en general las estructuras lip fd icas.
Il . 3 . 2 . -  Funciôn especffica de los polisomas unidos a membranas.
Desde el descubrimiento de la existencia de ambos tipos de polîsomas se bus- 
ca explicociôn al por qué de esta duplicacion de sistemas para s in te tiza r pro- 
teinas.
. 1 4En hfgado de rata se ha visto que los polisomas libres in corpora n leucina <
"in v ivo" en los 5 prîmeros minutos, y luego decrece la i n corpora c io n , m ien - 
tras que los unidos a membranas presentan el mdximo de incorporaciôn a los 
60 minutes.
CompbelI y otros outores (2 7 , 5 1 , 6 1 , 108 y 123) consideran posible que los 
polisomas unidos a membranas sintetîcen proteinas de secrecion interna y ex ­
terna c e lu la r. A sf se ha encontrado (108 y 123) que la seroalbümina sintetiza  
da "in v ivo " por células de hfgado a pare ce en el in terior de las boisas forma­
das por las membranas reticu lares. Peters (61) ha demostrado que una pro te ina , 
tal como la cotai osa (que se encuentro en los lisosomas), es sintetîzada por los 
polisomas ligados a membranas. *
Q u izd  los estudios mas interesantes sobre este punto sean los realizados en 
glandulas momorios del co n e jillo  de Indies sobre sfntesis de lactose (2 0 -2 3 ,
33 y 4 7 ) , y a Irededor de la biosfntesis de inmunoglobulinas ( 6  y 145).
En células de corteze cerebral de rata es posible que los polisomas del retfculo  
rugoso sintetîcen proteinas locales (4 ) ,  y se ha sugerido que la funciôn de es­
tos polisomas en tejidos no secretores es la de s in tetizar las proteinas de las -  
membranas (3 7 ).
En general la secrecion de proteinas, asf como la formaciôn de enzim as, se 
ve favorecida a l producirse lo sfntesis atravesando la membrana re ticu la r y
*M a s  recientem ente se ha estudiado el lugar de sfntesis de las proteinas so­
lubles de las m itocondrias, y parece probable que el citocrom o-c (represeri 
tativo  de estas proteinas) sea sintetizado por los polirribosomas ligados a 
membranas (51) .
quedar las proteinas en el interior de las boisas reticu lares.
Pero debe existir otra funciôn para esta interaccidn ya que: a )se observa sm te- 
sis de proteinas por polisomas unidos a membranas en células no secretoras; y 
b) en tejidos secretores y no secretores en crecim iento expérimenta Imente a c e -  
lerado , se produce un aumento masivo de los polisomas unidos a membranas, sm 
tetizdndose principalm ente proteinas intrace lu lares.
Tata (134) propone como funciôn principal de la interaccidn membrana-ribosoma 
la de efectuar una sépara ciôn topo Idg ica de diferentes poblaciones ribosômicas 
que sintetizan distintas clases de proteinas.
Com para ndo las células secretoras con las no secretoras, se observa que no hay 
diferencia  entre sus perfiles de polisomas libres y el comportamiento de los mis 
mos. Sin embargo los unidos a membranas presentan diferentes conductas; en -  
las células no secretoras el polipéptido naciente se v ierte  directam ente al ci to 
plasma sin pasar por el in terio r del retfculo (134)
Il . 3 . 3 . -  Funciôn de los polisomas libres.
Por todo lo visto onteriorm ente, parece claro que la uniôn de polisomas a mem­
branas durante la sfntesis de proteinas, tiene numerosas ventajas para la fis io lo -  
gfa ce lu la r. Pero por otro p a rte , no todas las células presentan igual distribu­
cidn de sus polisomas en libres y unidos a membranas; en células cancerosas el 
retfculo  endopidsmico rugoso disminuye y son mds abondantes los polisomas li 
bres (1 4 3 ). En células de c ic lo  corto se observa el mismo hecho (1 0 5 ), asf co 
mo en células tratadas con carcindgenos qufmicos. Estos factores hacen surgir 
i n te rro gantes sobre el comportamiento de los polisomas libres:
En células de retfculo endopidsmico rugoso muy désarroilado d los polîsomas 
libres sintetizan las mismas proteinas que los del re tfcu lo , u otros diferentes?
^  Q u é  sucede en células cancerosas sobre este tema?
Para resolver estas preguntas se tropieza con bastantes problèmes, sobre todo 
en lo referente a la purificacidn  de las proteinas sintetizadas por coda sistema. 
Algunos outores han encontrado (en hfgado de rata) îndîcios de que los poliso­
mas libres sin tetizan  ferritin a  (60 y 114).
Il . 3 . 4 . -  Dependencia del medio exterior
La existencia de polisomas libres en el caso de cultivos "in v itro" es algo que 
depende en alguna medida del medio de c u ltiv o , es d e c ir , de la nutricion oe 
lu la r. A s f, se ha visto que en el sobrenadante postmitocondrial de células tu 
morales cultivadas en medio norm al, la mayor parte de los polisomas son libres, 
pero si se cu ltivan en un medio enriquecido , éstos desaporecen.
Y  en sentido opuesto, a partir de células incubadas durante 1 hora en soluciôn 
sa lin a , solo se obtienen ribosomos monoméricos; no hoy polisomas.
A  partir de células ascfticas de Ehriich cultivadas en medio enriquecido, se ha 
aisiado un complejo polisomo-membrana diferente del que integra el retfculo -  
endoplôsmico rugoso (4 3 ). Este complejo no es obtiene si las células han sido 
incubadas en ausencia de aminoôcidos; su presencia depende de las condicio­
nes de incubaciôn y no de las de rotura o lisis. Soporta abondantes lavados con 
buffer pobre en M gC I^  sin que se desprendan ribosomos ni polisomas; éstos ulH  
mos sôlo lo hacen por tratam iento con D O C  (lo cual indica que es tan unidos a 
la membrana). Los tratomientos con EDTA y RNosa dan lugar a que se despren­
dan subunidades y ribosomos (4 3 ).
No se sabe cômo se unen los polisomas a las membranas en este com plejo , ya 
que al microscopio e lectrônico se ve que los ribosomos no es tan en contacte di 
recto con ellos (a d iferencia  del retfculo endoplôsmico rugoso). Su respuesta 
a l EDTA y a la RNosa sugiere que la uniôn se rea liza  en virtud del enlace —  
m -R N A -ribosom o, lo cual confirmarid que el m -R N A  se une a las membranas 
(35 y 42) en estas célu las .
El complejo contiene casi doble numéro de ribosomos que e l retfculo rugoso de 
hfgado de ra ta . Su activ id ad  bioqufmica es la de sfntesis de proteinas y en este 
caso sôlo existe dicho complejo con esa funciôn , ya que no hay polisomas libres, 
es d e c ir , s in tetiza la to ta li dad protefnica ce lu la r.
Este nuevo componente ce lu la r hace surgir importantes dudas a cerca de la orgo 
nizaciôn de la m aquinaria de sfntesis de proteinas y del papel fisio lôgico de los 
polisomas unidos a membranas. Ninguno de los pape les a tri bu i dos hasto a hora 
a los polisomas de retfculo  endoplôsmico se pueden op licar a los del complejo 
de células ascfticas en esas condiciones expérim entales, en las cuales constitu 
ye la to talidad del sistema sin tetizador.
I I I . -  FACTORES EXTRACELULARES que AFECTA N a la ESTRUCTURA P O L I­
R R IB O S O M IC A .
C ualquier tipo de estudio que queromos reo lizo r de un b iopolim ero, tonto 
"in situ" como a is iad o , nos plonteo el problemo de las m odificaciones pro- 
ducidos en el mismo por los agentes introducidos a tal e fec to . Estas v a r ia -  
ciones nos do ran una impresion déformada de la rea lid ad , que logi camente 
nos conducird a interpretaciones poco exactes.
En general los polirribosomas refle jan  rapidamente cualquier a lte rac ion  su- 
frida por lo c é lu la . Nuestro deseo al rea liza r este trabajo fué en todo m o- 
mento conseguir la estructura en estcfdo nativo; es d e c ir , no ofectado con 
ningun tipo de m onipulacion innecesoria, o muy a le jado  de la fisio logid nor^ 
mal ce lu la r.
Sin embargo, bubo que introducir unos cuontos m odificaciones necesarias pa­
ra el estudio, como el establecim iento "in v itro "  de las célu las, e l medio de 
cu ltivo  de las mismas, el proceso de s incron izacion , y las técnicas de a is la -  
miento con su gran cantidad de factores distorsionantes.
Vamos a ver lo repercusion de coda uno de estos factores clasificdndolos en 
dos tipos, segun su modo de incidencio sobre los polirribosomas :
1 ) De accion indirecte: son los que olteron el metabolismo 
ce lu lar y a través de éste producen un cambio en la distribucidn ri bosom ic a .
^  Considéra remos concretamente dos de ellos:
G ) M ontenim iento "in v itro "  
b )  S incronizaciôn
2 )  De acciôn d irecte: son los que inciden directam ente so­
bre la propio estructura polisôm ica, independientemente del res to c e lu la r. Los 
mds importantes son todos los relocionodos con la técnica de aislam iento del 
biopolTmero.
111.1. -  F A a O R E S  de A C C IO N  IN D IR E C TA .
111 . 1 . 1 . -  Cultives celulares. Estabiecrmiento "in v itro " y medios 
da crecim iento .
Una de las caracterfstîcas de las celulas somdticas mlentras forman parte del 
ser V I V O ,  es su constancîa cromosômîca. Cuando la célu la se m alîgnîza h a - 
cîéndose cancerosa, pîerde esta caracteris tica . Ahora b ie n , cuando se sépa­
ra n las células normales de su organisme y se cultîvan "in v itro "  en un medio 
n u tric io , se producen alteraciones cromosômicas ya.desde el primer cu ltive  
(cu ltive  prim orio). Durante les cultives sucesivos, se va produciendo una se- 
lecciôn natural de las células mds capaces de adaptarse a ese m edio, y ,  per 
ta n te , van aumentando las alteraciones cromosdmicas.
Son muy numerosos les estudios realizados sobre este fendmeno (3 2 , 82 y 136), 
pero es interesante recordarlo ya que el comble manifestado cromosdmicameji 
te tiene  su para le le en la estructura polirribosdm ica.
En células normales "in v itro "  las alteraciones cromosdmicas se producen mds 
o menos de prisa, pero a la largo todas las Imeas celulares estoblecldas se m a- 
lig n iza n , per le que boy que mantener un control b ioldgico que indique si tod£  
vid son "normales" o ya son "concerosos" *  .
Una vez  adaptadas a l cu ltive  se ha visto que la proporcidn de pel isomas (tonte  
en células normales como en concerosos) estd en funcidn del m edio. En gene­
ra l,  medios ri ces en ominodcidos hocen oumentor la contidod relotivo de p o li-  
somos y disminuir la de monosomas (5 3 , 6 3 , 71 y 140).
Por el contrario , si las células se incuban durante 30 minutes en solucidn sa­
line simple o suplementada solo con suero, la contidod re la tive  de ribosomes 
oumento por disociocidn de les polirribosomos (6 3 , 78 y 81) .
Estos mismos fendmenos se producen "in v ivo"  cuando es posible hocer llegor 
a las células une concentrocidn relotivom ente el evade de ominodcidos.
*  Este control se rea lize  por inoculocidn de células de cu ltive  a anim a­
les. Si son malignes don lugor a tumores.
El aumento de la cantîdad de polîsomas con la concentracîon de amînoacîdos 
dura varias ho ras, y no puede ser debido a una smtesis de "novo" de m -R N A , 
ya que la respuesta es rapide y se produce incluse en presencia de inhibidores 
de la smtesis de R N A  como la actinom icina D .
Es posible :
1 ) que les ominodcidos oceleren el transporte de un RNA nuclear 
préexistante hocio el citoplosmo,
2  ) que se oumente la velocidod del proceso de in ic iocidn  de fo r-  
mocidn de la codeno polirribosdm ica, o bien
3 ) que disminuyo la velocidod de terminocidn de la codeno po lipe£
tfd ic a .
Porece mas probable que los ominodcidos estimulen el proceso de in iciocidn  
(63 y 140).
Por otro porte , ya hemos visto el efecto que produce un enriquecim iento del 
medio en las células oscfticos sobre los polisomos libres y unidos a membranes.
Otros hechos indicon que los nutrientes modulon el valor de la smtesis a tro -  
vés de meconismos que ope ran a nival de troslocidn. La in ic iocidn  y la e lo n -  
gocidn de la codeno pro bo b lamente estd n influidos de forma independiente 
(1 4 0 ).
U l . 1 . 1 . 1 . - Tempe ratura de incubocidn.
O tro  factor importante es la tempera tu ro de incubocidn del c u ltiv e . 40 m i­
nutes a 4 2 ° C son suficientes para que la mayor porte de los polisomos se d e -  
groden a monosomas (1 4 7 ).
A  eso temperoturo las RNosos son muy activas y es probable que se liberen por 
roture de lisosomos.
Si se montiene mds tiem po, mueren las células del c u ltiv e .
111 .1 .2 ,“ Sîncronîzacîon en fase S.
Son m ultiples los métodos descritos en la bib liografra para s incrin izar po -  
blaciones celulares en una determinada fase del c ic lo  celu lar (4 5 , 8 8 , 9 7 ,  
116,  132, 135 y 137), tan to "in v ivo" para tejidos no diferenciados o en 
crec im ie n to , como "in v itro "  para tejidos y Imeas celulares. En todos los 
casos se obtienen majores rendimientos con la sincronizacion "in v itro " . Por 
este motivo y por ser mas contrôlable el proceso "in v i t ro" ,  se e lig io  este -  
para nuestro estudio de polisomos en fase S en células concerosos de tumor 
oscftico de Ehriich.
La técnico mas elegante es quizd la de seleccidn de las células en mitosis 
segun describid Terosimo (1 3 5 ), ounque présenta los inconvenientes de ester 
lim itodo a cultives en monocopo y de rendir una pequeno contidod de cé lu ­
las. O tro  método rec ien te , con el que se obtienen células en las diferentes  
foses sin alteraciones somdticas, es el de centrifugocidn en grodiente de -  
Fi col I (8 8 ) ,  pero es mucho menos exacte y précisa un m aterial especia l.
Los métodos mds efectivos para obtener una poblocidn numeroso en fase S 
son los de induccidn de la mismo por m odificocidn del medio de nu tric id n , 
ounque olteron las propiedodes del c ic lo  normal ce lu la r. En esta close de 
técnicos las mas escogidos son las de inhibicidn de la smtesis de D N A ; pe­
ro deben ser onolizadas cuidodosomente, ya que producen alteraciones me­
ta bol i cas que podridn inducir a error en las interpretociones de los o is lo - 
mientos de polisomos hechos a partir de células osT trotodos.
Ultim om ente se ho comprobodo que dos de los inhibidores de D N A  mas uso- 
dos, la hidroxiureo y el o r o -C *  , ejercen una occion secundaria de in h i-  
biciôn de la smtesis de protemos a nival de polisomos (3 6 ).
Nosotros hemos seleccionodo para este trobajo el doble trotomiento con ex ­
cès o de tim id i no (TdR).
*  C itosino-orabinosa.
El prîmero en estudiar y a p lîc a r este método fué Xeros (1 4 1 ). La sincroniza­
cion obtenida con un solo trotomiento con TdR depènde mucho de la concen­
tra ci on de nucleosido u tilizo d o ; por encimo de 7,5  mM durante 20 a 32 ho- 
ros es toxico, y por debojo, el rendimiento es pequeno (4 5 ). Este inconveniente  
se sosloyo dondo dos choques de TdR 2 mM mds cor tos y sépara dos el tiempo -  
necesorio para que las células in ic ien  de nuevo el c ic lo .
N o se conoce exoctomente el meconismo por el cuol un exceso de tim idino  
inhibe la smtesis de D N A . Posiblemente la TdR exdgeno se absorbe de n tro 
de las célu las , y se fosforila por la çccion secuenciol de très pesos de la -  
tim idino kinoso has ta dor dcido desoxitim idintrifosfoto (TTP) que se a cum ula.
El TTP, a partir de cierto  n iv e l,  in h ib e , por un proceso "feedback", la occion  
de la tim idino kinoso, por lo que se detiene la fosforilocidn de la TdR; pero, 
si disminuye el n ivel de TTP, vuelve a octuor la kinoso de forma que se mon- 
tiene una contidod e leva do de TTP. Y  es éste el que inhibe a su vez la sm­
tesis de precursores pirim idm icos del D N A  en varias ru tas. Se ho visto que el 
TTP exôgeno inhibe de forma significotivo  la fosforilocion del dcido desoxic i- 
tidindifosfdto (d C D P ), octuondo tombién sobre la reduccion de dcido c it id in d i-  
fosfoto (CDP) a desoxicitidindifosfoto (dCDP) (5 2 ). El efecto  neto de estas in -  
hibiciones es una de fic ien c io  en dCTP (46 y 70) Esquemo 1 . Estos resuItodos 
conducen, primero a un lento descenso de la smtesis de D N A , y segundo 
(después de un tiempo iguol a T g ^  — T ) a una disminucidn de la p ro life -  
rocidn de la poblocidn c e lu la r, que quedo detenido el fina l de o a l prm  
cip io  de S. A l quitor el exceso de TdR disminuye la contidod in trocelu lor de 
TTP, y se retira  el bloqueo de la smtesis de dCTP, por lo que se obtiene de 
nuevo un valor normal de n tro de la smtesis de D N A .
Es probable que la inh ib ic idn  "feedback" ejercido por el TTP juegue un popel 
importante en el meconismo notivo de regulocidn de D N A . Por ton to se puede 
suponer que este método de bloqueo y desbioqueo del D N A  se o le jo  del fîs io -  
Idgico solo en términos de con centra ciones, pero no de meconismos b ioqufm i- 
cos (4 6 ). De momento no se conocen efectos secundorios de la TdR (3 6 ),
excepto un bloqueo parcîol de la smtesis de R N A , por inhibicidn del paso 
de dcido uridindifosfato (UDP) a desoxiuridindifosfoto (dUDP) (52) e fe c tu a -  
da por el TTP en exceso. Tanto la TdR como la AdR o sus respectivos fosfd- 
tos, son capaces de inh ib ir la aspartato transcarbamilosa y  la dihidroorotasa 
(19 ); ambas enzimas estdn im pli codas en la smtesis "de novo" del RNA y  del 
D N A . Kosten (69) ho ce un estudio outorrodiogrdfico de la smtesis de dcidos 
nuclei COS, y  compruebo que durante el bloqueo producido por exceso de TdR 
se inhibe el morcodo isotdpico del RNA nucleolar y  citopidsm ico.
Esta técnico ho sido muy experimentodo en células normales (1 8 , 70 y 137 ), 
en las que el trotomiento con esceso de TdR no impide una proliferocion ce­
lular i lim itodo una ve z  elim inodo el producto. AsT, se c lon ifico  un numéro 
normal de célu las. Sin embargo, sT se observa en las células tro todas (18) 
una disminucion del tiempo de generocion del primer c ic lo  celu lar respecte 
del contro l, fundomentoImente debido a un ocortomiento de T5  T g ^
Es d iffc il determ iner las causas exactes de este e fec to , ya que en el segun­
do c ic lo  después de la s incronizacion , éste se va perdiendo.
En células tumorales humonos se ho observodo ese mismo ocortomiento (7 6 ). 
En genera l, el proceso seguido por las células malignes o molignizodas es 
el mismo de las normales (137 y 138).
Sin embargo, en tumor oscftico de Ehriich es posible que se produzco o lg u -  
no d ife ren c io . U tilizo n d o  une concentrocion de 2 mM en TdR Klenow no -  
observé ni ocumulo de TTP en e l citoplosmo ce lu lar ni inh ib iciôn de la sm­
tesis de D N A  (7 4 ). Porece que estas células destruyen ropidomente la TdR. 
Trobajos posteriores condujeron al conocimiento de que en tejidos tumorales 
la tim idino kinoso y la tim id ilo to  kinoso son mucho mas activas que en las 
normales (5 2 ) , y que e l TTP exogeno inhibe de forma significotivo la fosfo­
ri locion de la TdR en todos los tumores tanto o mas que en los correspon- 
dientes extractos de tejidos normales. Es d e c ir , el meconismo de control 
"feedback" de la smtesis de TTP es operative en tejidos neoplasicos.
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ESQUEMA 1 : Inh îb îc ion  enzîm atîca rea lîzada por el TTP.
I I I . 2 . -  FACTORES de A C C IO N  DlRECTA : TECNICA de A IS LA M IE N TO .
N o  es necesorio însistir en la cosî imposibîlîdad actuel de a îslar una m acro- 
molécula b îo lôgîca con su confîguracion native; el mero hecho de sepererle 
del em biente m olecular del in terior ce lu lar y colocerle en condiciones en -  
les que les interecciones esteblecides con el entorno son otros, beste pare 
efec te r de elgune mènera a su estructura.
Concretem ente, el eislem iento de un polirribosome présenta le d ificu lted  de 
obtenerlo con une estructura, tanto primorio como trid im ensional, lo mds -  
cerco posible a le que tiene en el in terio r de le c é lu la .
O tro  especto es el de le octividod bioldgico o bioqufmico de ese m olécule . 
Es posible oislor biomoléculos conservondo total o porcioImente su o c tiv id o d , 
siempre que no precisen de unes interecciones concretes con osociociones -  
moleculares pore mantener esencio Imente su estructura y por tanto su fu n c io -  
nolismo.
En el coso de los polirribosomos, le octiv idod bioqufmico im plico unos 
combios estructura les de gron im portoncio. Es d e c ir , se produce une -  
fntimo in terrelocidn entre ombos ospectos, por lo que le conserva ci on 
fntegro de le mocromoléculo se hoce indispensable pore obtener une 
informocidn exacte sobre cuolquiero de les dos. El eislem iento estd en 
conflicto  con este conservacidn de le integridod m olecu lar, no solo por 
sépara r a le m olécule de su medio em biente n a tu re l, si no mds especio l- 
m ente, porque les opera ciones en él implicodos pueden originor une -  
destruccidn total o porcioI de le m ecrom oléculo.
En este opartado va mes a ver como influyen en los polisomos aigu nos 
de estes m onipulociones, y discutiremos les couses que nos bon lle v o -  
do a e leg ir une m etodologia experim ental.
En gen era l, los foc tores que mds hoy que cuîdor durante el aîslam îento  
son:
1 ) Condiciones de lisîs y fraccionam iento adecuados.
2 ) M an ipu lacidn  rdpida.
3 )  Temperature b a jo .
El mds em plie  y el que va mes a estudiar a continueciôn es el prim ero.
Les condiciones de lisis mds utilizedes son les de :
1 ) Lisis h ip o td n ice .
2 ) Detergentes no idnicos.
3 )  Hom ogeneizecidn suave.
111. 2 . 1 . -  Lisis h ipotdn ice.
Le roture de le membrane ce lu lar por choque osmôtico simplemente no se 
puede e p lice r a células como les de embridn de raton o tumor escftico de 
Ehriich , que presenten une membrane bestente resistente; se romperidn en ­
tes los lisosomos destruyendo les estructuros citopldsmicos, Hoy que u tiliz e r  
le segundo o le tercere de les técnicos indi codes. Va mes a verles con elgun  
deten im iento .
111.2 . 2 . -  Lisis con detergentes no idnicos.
Los detergentes no idnicos hen sido y son muy utilizedos pore so lub ilizer 
les membranes citopldsmicos de diverses tipos celulares (1 7 , 4 3 , 6 2 , 6 3 ,
9 6 , 99 y 147).
Son elgo menos enérgices que los idnicos, pero presenten interesentes ven­
ta jes sobre éstos, como le de no a Itérer les uniones de ciertes protemos nor- 
melmente asociedes e l m -R N A  o a les subunîdedes ribosdmices pequeMos (101) 
en los polisomos, por lo que éstos son mds actives (un 50% ) "in v itro "  que
los preparados con detergentes ion!cos (99); no destruyen pequenas partfcu - 
los rîbonucleoproteîcas (probablemente subunidades 40 S) (64) e tc .
La accion conjunta de ambos tipos de detergentes es altam ente e fic o z  y no 
présenta los inconvenientes del uso de ionicos solamente,
Pero e l uso de detergentes no ionicos en la lisis ha ce indistinguibles desde el 
primer momento los polisomos libres y los unidos a membranes, ya que so lub i- 
lizon todas las membranes excepto la nuclear. Es preferib le onodirlos e l sobre- 
nodonte postm itocondriol, une vez retiredos los polisomos libres.
I l l . 2 . 2 . 1 . -  In fluencia  de la concentrocion saline y del p H .
La fuerzo ionico del medio fa c ilita  la roture de las membranes c e lu la ­
res por los detergentes no ionicos, y por tanto oumento la contidod de 
polisomos obtenidos a partir de cuolquier tipo de te jido  o c u ltiv e .
Los mejores rendimientos se obtienen con fuerzo ionico a lto  (0 ,3  M  en 
K C I,  y 0,01 M  en M gA cg ) sin que influyo la concentrocion de deter­
ge n te (Triton X -1 0 0  de 0 ,0 5  a 0 ,8 % ), ni el pH entre 7 ,0  y 8,5  (4 8 ).
Cuando la lisis ce lu la r se redlizo en medio hipotonico (0,01 M  en KCI 
y 0 ,0015  en M g A c 2 ) con oyudo de Triton X -1 0 0 , hoy p e lig ro , sobre 
todo en tejidos ri cos en re tfcu lo , de que el m aterial proteico se absor­
ba a los polirribosomos y queden éstos otropodos en la pel la a l seporor 
los por centrifugocidn ( 1 0 0 ) .
Aumentando ligerom ente la fuerzo ionico a 0 ,03  M  en KCI y 0 ,0 0 3  M  
en M g A c 2  y con la maxima concentrocion de detergente (0 , 8 % ) ,  el 
rendimiento de polisomos sigue sîendo bo jo . En estas condiciones, ofec^ 
ton positivomente los va lores crecientes de p H , pero oun osf e l rend i­
miento en medio hipotonico de pH 8 ,5  es mucho menor que el o b te n i-  
do en medio h ipertdn ico .
Tombién se olteron los va lores relatives de polisomos de coda peso m olecu­
lar determinodo por el grodiente de socoroso, frente a los obtenidos en -
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fuerza îonîca a l fa ,  aumentando el numéro de los mds pesados (de 5  ribosomas 
o mds) con la concentracîdn salina (Tabla 1 ).
Los polisomos perdidos se récupéra n a partir de la pel la procédante de é l i ­
miner los nucleos, simplemente por trotomiento de la mismo con solucidn 
solino de fuerza idnico a lto  (0 ,3  M  en K C I . . . )  (4 8 ),
Es d e c ir , la fuerza idnico y el pH a los que se reo lice la lisis ce lu lar con de­
tergente no id n ico , in fluyen sobre el perfil polisdmico obtenido produciendo 
una cierto seleccidn de polisomos segun sus pesos molecu lares.
Para nuestro estudio era necesorio ensoyor los efectos de una fuerza idnico  
media (0 ,15  M  en K C I y 0 ,0 0 5  M  en M g C l2 ) .  Necesitdbomos sober que con­
centra cidn de Triton X -1 0 0  era necesorio empleor para seporor o no seporor los 
polisomos de las membronos en un medio isotdnico, "fis io ldg ico".
A  este interrogonte se le do respuesta en esta M em orio a trovés de va ri os e n -  
soyos con dos buffers de d iferente fuerza idnico y una c inético  de lisis.
I l l . 2 . 3 . -  Hom ogeneizocidn.
Los métodos de roturo ce lu lar por homogeneizocidn deben ser considerodos 
cuidodosomente. M orfo ldg icom ente, el polirribosomo es una estructura bas- 
tonte Idbil y sensible a la frogmentocidn mecdnico; por lo tan to , se deben 
ev ito r al mdximo las fuerzos de c izo llo  y usor una homogeneizocidn suave.
En este compo sdio la experiencio di recto puede dor la pou ta , ya que coda 
te jido  y coda Imeo ce lu la r présenta unos carocteristicos propios en cuonto a 
la resistencio de su membrane citopidsm ico,
Los resuItodos obtenidos dependen tombién en gron medido de la fuerza id n i-  
co del medio en el que se rea lize  el o islom iento.
Queremos hacer h încapîé en que el sobrenadante postm îtocondrîal, o b te -  
nîdo después de la homogeneizacîon suave, contîene tanto los polisomos 
libres como los unidos a membranes de la célu la  en su estodo na tu ra l, de 
forma que son perfectomente distinguibles por sus muy diferentes pesos m o- 
leculores. Es to permite seporor los por centrifugocidn a trovés de un grodien- 
te discontmuo de densidod de seca rose. Une fase de concentrocidn 2 AÀ résul­
ta im penetrable pore e l complejo polîsomo-membreno, siendo atrovesoda -  
por los polisomos libres en condiciones adecuados de compo gravi ta torio y 
en tiem po, como demostrd Bloemendal (1 4 ).
I l l . 2 . 3 . 1 . -  In fluencia  de la concentrocidn saline y del pH .
Los so lu ci ones hipotdnicos fa ci li ton la hom ogeneizocidn, pero es proferible  
romper las células en medio isotdnico o ligeromente h ipertdn ico , incluso, pa­
ra ev ito r la roture de mitocondrios y lisosomos. Si no es posible hocerlo osf, 
es recomendoble ajuster a isotonicidod e l medio con solucidn concentrodo de 
sa ce rose inmediotomente después de romper las células (17 ).
En el coso de células de tumores oscfticos nos encontromos con une membra­
ne citopidsmico muy resistente, por lo que genera Imente se hipotonizon du­
rante elgun tiempo antes de homogeneizor.
Los polisomos en solucidn persenton unos requerîmientos muy carocteristicos 
ocerco de la composicidn sa lin e , osf como de la concentrocidn de los d is tin - 
tos cotiones. Repecto a l pH,sbn astables entre va lores de 6  a 8 '8 , ounque ge­
nera Imente se monipulon entre los de 7 /2  y 8 , 2  (lo  mds frecuente es 7 ,6 ) .
Pore su estobilidod y montenimiento funciono l, la estructura polisdmico re­
quière necesoriomente *  la presencia de K *  y M g ^ '*’ .
*  Se ho visto que ombos cotiones octuon en lu gares propios, y que el K *  
no se puede sustituir por , ni mucho menos por M g ^ *  (1 0 8 ).
Los ribosomas en ausencia de K * se convierten en partfculas muy sensibles 
o la RNasa, de coefic îen te de sedimentacion parecido a l de las subunidades 
grandes. El proceso no es reversible .
Los polisomos son menos sensibles estructura Imente a la fol ta de , pero p i ^  
den la octiv idod "in v itro " .
La contidod de cotiones monovalentes (K^ solo o con N o *  o N H  ) de be ser
4
10 veces la de , ounque se empleo de 2 5 a 20 veces segun los casos.
El M g ^  f responsable de! montenimiento de la integridod estructura! del 
polisomo entre la concentrocion maxima de 0 ,013  M  (por encimo de la cuol 
se producen agregodos inespecfficos sobre todo si se a lté ra  el eq u ilib rîo  con el 
) /  y la mmimo de 0 001 M  (por debojo de la que se dîsocion quedondo el 
m -R N A  junto con aigu nos subunidades 40 S por una porte y las subunidades 
60 S'con el po lipéptido nociente por o tro ), suele u t i l iz e rse en concentrocio- 
nes de 0 ,0 0 5  a 0 ,0 0 1 5  M ,  y bas ta de 0 ,010  M  (3 ,  5 y 17).
La fuerza ionico conseguido con los distintos iones e jerce  una gron in fluencia  
sobre los ribosomas, que podemos resumir osf :
1) Fuerza ionico a lto  (0 ,50  M  en KC I y 0 ,0 5  M  en M g C l2 ) :
a) Disocîo cuontitotivom ente los monomeros inoctivos (tanto  
los existantes "in v ivo " como los inoctivodos expérim enta Imente) en la sm­
tesis de protem os, sin c fec to r a los octivos "in v iv o " . La disociocidn es re ­
versib le; las subunidades sqreosocion al ser sometidos a fuerza idnico bo jo .
En genera l, los polisomos solo contienen ribosomas octivos, por lo que no son 
ofectodos.
b) Cuando esta fuerza idnico estd présente en e l grodiente l i ­
neal de socoroso, u tilizo d o  para froccionor los polisomos segun sus pesos mole 
eu lares, se altero,dism inuyendo su volor el coefîc ien te  de sedimentocîdn de 
los très tipos de portfculos : subunidades, ribosomas y polirribosomos, (se ve 
un desplozomiento en el grodiente respecte a fuerza idnico m enor). Por otro 
po rte , la résolu cidn del grodiente es m ejor, sobre todo en la regidn de los po- 
lisomos ligeros, probablemente debido a que los combios conformocionoles son 
mmimos en fuerza idnico a lto ,  monteniéndose rfgido la estructura.
c) Con la fuerza îônica aumenta dîrectam ente la proporcidn 
re la tive  de polisornas aîslados de mds de 5 unidades, varia la de polisomas 
ligeros (apareciendo los mmimos en los va lores extremes de fuerza id n ic a ), 
y los monosomas presenten un mmimo para fuerza idnica media (Tabla 1).
2) Fuerza idnica ba|a (0,01 M  en KCI y 0 ,0015  M  en M gC I^) :
Ademds de los fendmenos ya vistos comparativamente en los pd- 
rrofos anteriores, en esta fuerza idnica los polirribosomos pueden sedimentor 
con los nucleos, las mitocondrios y las membranes en centrifugocîones de 15 
minutes o menos, a 1 0 . 0 0 0  x g , sobre todo cuando se tro ta de tejidos o cé lu ­
las ri ces en sistemos reti eu lares (1 4 7 ).
Estos y otros estudios semejontes (5 y 48) se bon désarroi Iode tanto con células 
normales como concerosos, y los resuItodos son muy porecidos.
En la Tabla 1 podemos tombién comparer las dos técnicos de lisis ce lu lar vistos 
onteriorm ente.
En esta Memorio se hoce un ondlisis experim ental previo de ombos métodos, 
lisis qufmica y hom ogeneizocidn, con los sistemos celulares tumorales que se 
von a monejor posteriorm ente, ya que sus carocteristicos especfficos nos o b li­
ge rdn en p rin c ip io , a adopter uno u otro d efin itivom ente , segun la técnico que 
los resuItodos obtenidos nos indiquen como mds odecuoda pore o lconzar nuestro 
o b je tivo .
I I I . 2 . 4 . -  Temperature y occidn de las RNosos.
Los RNosos celulares liberodo con la lisis o la hom ogeneizocidn, destruyen 
los polirribosomos por roture del m -R N A  en los espocios interrîbosdmicos de 
la codeno; es to do lugor a un conjunto de ribosomas que montienen un frag­
mente de m -R N A  y el polipéptido nociente . Si previomente se ho morcodo 
îsotdpicomente la codeno p o lip ep tfd ica , los monosomas obtenidos muestron una 
cierto octividod especffice impropio del conjunto ribosdmico norm al. En esta 
Memorio se ho u tilizo d o  este dote de la octiv idod especffico presentoda por los 
monosomas como medido de la desnoturolizocidn enzim dtica polisdm ico.
La accion de las RNasas estd en funcidn Idgicamente del p H , de la tem pera- 
tura y del tiempo de occidn principolm ente.
En células tumorales porticulorm ente ricas en RNosos, como los HeLo y los de 
tumor oscftico de E hriich , se hon encontrodo (48 y 105) dos tipos principales  
de estas enzimas Ifticos , Uno présenta la octiv idod maxima a pH 8  y 37 ^ C ,  
pero 0  pH 7 /4  y 0^ C no actuo,o b hoce muy lentomente; por otro porte , es -  
înhîbido por los detergentes no idnicos. El otro tipo de enzimo es el que se e n -  
cuentro en los lisosomos, y se libéra a l romperse éstos; su pH dptimo de occidn  
es e l de 5 o 3 7 °  C , siendo cosi inoctivo  o pH 7 ,5  y 0 °  C .
Este estudio nos llevo a conclu ir que reoImente los RNosos no ejercen ninguno, 
o uno muy d é b il, occidn sobre los polisomos, montenîendo el pH o 7 ,5 ,  la -  
temperoturo o 0 °  C durante todo el o is lom iento ,y  désarroi lando éste en el tiem  
po rrimimo necesorio *  .
Pero olgunos investigodores son partidorios de u til iz e r  inhibidores de RNosos, 
sobre todo al tro torse de células de tumor oscftico de Ehriich (4 3 ) . N inguno de 
los polfmeros co no ci dos con esta propiedod (sulfdto de p o liv in ilo , sulfoto de -  
dextrono, e tc .)  son recomendobles, yo que su occidn es inespecffico , un ién - 
dose o todos los protefnos bdsicos. A igu nos veces los pol ion iones hocen el ex ­
tra Mo efecto de disocior los mondmeros. El inhibidor mas comunmente u tilizodo  
es e l sobrenadante de 105 .000  x g de homogenodo de hfgodo de ro ta , obten i­
do por Roth (119) y modificodo por Biobel (1 6 ).
Nosotros no hemos u tilizo d o  ningun tipo de inhibidor por no introducir nue vos 
foctores que puedon ofector o la estructura polisdm ico. Simplemente hemos u ^  
lizodo los propi edodes qufm ico-ffsicos de los RNosos para e lud ir su occidn -  
(p H , temperoturo y tiem po). Como se verd por los resuItodos obtenidos, no se 
produce dégrada c idn .
*  A sf lo demuestro expérim enta Imente G ieikens (48) en células normales 
y H eLo. Nuestros propios ex péri men tos tombién lo confirm on, como v e -  
remos.
I l l  . 2 . 5 . -  Puri fi çg cion del crudo citopidsmico.
En general se ha ce por centrifugocidn d ife re n c io l, elim inondo primero los -  
nucleos y células enteras (700 o 1 .0 0 0  x g ), y o continuocidn los mitocondrios 
y membronos (1 0 .0 0 0  x g ). Después de la lisis qufmico sdIo es necesorio e l i -  
mînor los nucleos, yo que los membronos hon sido solubilizodos por e l deter­
gente .
Tanto en la pello  nuclear como en la m îtocondrio l, onteriormente ci todos, -  
pueden oporecer polisomos otropodos durante la centrifugocidn, o bien ligodos 
o membronos. Por e l lo ,  en este trobajo se hoce un estudio cuontitotivo y cuo- 
lito tiv o  de los polisomos "perdidos" durante el proceso de purificocidn del cru 
do.
I l l . 2 . 5 . 1 . -  O btencidn  de polisomos libres y unidos o membronos 
porseporado.
Uno de los objetivos de este trobajo es d ife ren c io r, dentro de coda Imeo ce lu ­
lar u tiliz o d o , entre polirribosomos libres en el citoplosmo y los que formon par­
te intégrante del retfcu lo  endopidsmico rugoso, osf como sus respectives o c t iv î-  
dodes de smtesis. Para e llo  se oisloron y estudioron por sépara do ombos tipos 
polisdmîcos.
Yo se ho hecho re fe re n d a  onteriorm ente o este punto, en el opartado correspori 
dîente  o homogeneizocidn ( I I I . 2 . 3 . ) .
Nosotros seguimos la mismo técnico empleodo por Bloemendal (1 4 ) ,  bosodo en 
la gron diferencio  de peso m eleculor y volumen existente entre polisomos l i ­
bres (muy densos) y los unidos o membronos que montienen In tacta esta union 
(menos densos).
Se hon comprobodo expérim enta Imente que no se produce ninguno o lteracidn  
estructuraI en los polisomos a l sedimentor o trovés de la fase de socoroso 2 M .
P a r t e  S e g u n d o  
C O N D I C I O N E S  E X P E R I M E N T A L E S
I V . -  MATERIAL ES Y  M E T O D O S .
La labor experim ental Nevada a cabo en este trobajo esta doblemente con- 
dîcîonada: por una p arte , nos movemos en e l dmbito de la célu la vivo con 
todos sus requirim îentos y carocteristicos bioldgicos bien conocidos; por o tro , 
el objeto de nuestro estudio es el ospecto m olecular de un biopolTmero. Am ­
bas circunstoncios unidos influyen sobre la metodologia empleodo. A s f, nues­
tro deseo de obtener los polisomos en un estodo lo mds cerco no posible al que 
presenton "in v ivo " nos ob lige o no o lteror en absolute los condiciones rutino­
rias de montenimiento c e lu la r , que se consideron fisioldgicos, y a reo lizo r uno 
serîe de comprobociones de la constoncio de sus carocteristicos b ioldgicos. -  
Cuando esos condiciones deben ser cambiodos para obtener poblociones sincro- 
nizodos, se compruebo osîmismo que este hecho no ofecte  o los constantes b io -  
Idgîcos.
Y  por u ltim o , e l proceso de oislomiento de los polisomos es cuidodosomente 
eleg ido  después de com probar expérimenta Imente el resu I todo obtenido al u -  
t i l iz o r  los que porecidn mds oconsejobles desde un punto de visto ted rico , 
tenîendo en cuento los carocteristicos mocromoleculores conocidos.
En este cap itu le  come n ta rem os los ospectos relocionodos con los m etodo- 
logîds de m ontenim iento, s încronîzocidn, y corocterizocidn ce lu lares , y 
en especial con los de oislomiento de polirribosomos.
IV . 1 . -  P R O D U a O S .
Todos los productos quTmicos empleados en este trobajo fueron de pu - 
rezo onoirtico  de la coso M erck o BDH.
El h idro lizodo proteico c j  de portido tiene una octiv idod especf- 
fico de 57 jy^Ci/m Atom o C y una concentrocion de 1 m C i/m  I; procé­
dé de Radiochemical Center (Amershom).
El detergente no io n ic o , Triton X -1 0 0 ,  u tilizo d o  es de la coso Sigma.
Los outorrodiografids se reolizon con emulsion NTB2 de K odak.
El Durcupon A C /M  de los înclusiones para m icrocopid electronico es de 
la coso Fluko.
I V . 2 . -  MATERIAL B IO L O G IC O  DE PART ID A .
Los polisomos de los células de tumores oscfticos hon sido estudiodos en 
diferentes ocosiones, pero sorprendentemente no se ho encontrodo uno un i­
form idod entre los respuestos de coda close de tumor.
Todos estos tumores crecen en suspension en el Ifquido oscftico que les 
ocompono. Esto es uno ventojo para su monejo y montenimiento por poses 
seriodos de raton o raton; ombos monipulociones se pueden reo lizo r simple 
mente por succion (ovenodo) e inyeccion in troperitoneo l.
Ademds de ésto, presenton los ventojos de un crecim iento rdpido "in v iv o " , y 
de estor constituidos por células uniformes *  . Algunos cepos provocon, de
*  Los células ma lignas pueden estor ocompofladas por mesotélicos desprendi- 
dos y por leucocitos, sin embargo, los no ma lignas se encuentron en ton pe- 
querlo contidod que los muestros pueden ser tornados como formodos en tero - 
mente por células concerosos.
forma esporddîca, hemorragîas peritonea les a l raton , por lo que las células 
ma lignas aparecen mezcladas con las de la sangre. N o  se conoce cudi es la 
verdadera causa de este fenomeno bas tan te frecuente.
Se pueden adaptor o crecim iento "in v itro " , ounque en estas condiciones es 
mas lento y ,  en algunos casos, d ifi c il de conseguir. Durante el proceso de 
estoblecim iento se observa un considerable grodo de seleccidn c e lu la r.
El te jido  orig inorio  es carcinoma momorio, que troceodo e inoculodo in trope- 
rîtoneoIm ente, do lugor o tumores sdlidos en un 80%  de los casos, y el resto 
son Ifquedos.
Se quiso tomor como control de octividod polisdmico tumoral la holloda en cé­
lulas normales homdlogos o los concerosos. Estrîctomente, éstos deberîdn ser 
por tanto de te jido  momorio de raton, pero la complejidod que e llo  implicobo 
(yo que es necesorio partir de uno gron contidod de células en coda experim en- 
to ), nos hizo decidirnos por cultivos primorios de embridn de raton . Estos estdn 
constituidos por un conjunto heterogéneo de célu las , que no bon sufrido el pro 
ceso de total odoptocidn al medio de crecim iento semidefinido *  con la selec­
cidn celu lar que e llo  im plicobo. A s f, el cu ltive  primorio no se puede yo con­
sidérer como un te jido  "in v iv o " , puesto que se ho montenido y reproducido 
"in v itro " , sin que constituyo, por otro porte , une Imeo celu lar estoblecido.
Es d e c ir , tiene un corocter intermedio entre ombos.
Los células tumorales de portido eron les montenidos "in v ivo" por poses serio- 
dos de raton o ra to n , o b ien  les yo estoblecidos como Imeo celu lar "in v itro " . 
Por e llo  el control normal debid ser un te jido  recién oislodo, o une Im eo c lo -  
ramente estoblecido. Esto ultim o se hobfa conseguido en el Déporta men to o
*  M ed io  sem idefinido es el compuesto por uno porte qufmico bien deter­
m inada, y otro o rgdn ico , en g en era l, suero songufneo de momffero.
partir de un cu ltive  primorio de embridn de raton. En el momento de in ic io r  
nuestros estudios se en con tro bo en el pose numéro 6 8 , y perfectomente coroc- 
te rizo d o , por lo que consti tu id un m aterial iddneol
Vomos o ver los carocteristicos concretos de los células de portido de este tro -  
bojo .
I V . 2 . 1 . -  Células normales.
Como ocobomos de d e c ir , se tomd uno Imeo estoblecido en el Deportomento o 
partir de cu ltivo  primorio de embridn de raton: células E R G A N .
M orfoldgicom ente estd constituido por dos tipos de células: ep ite lio ides y fibro  
bldsticos. Cromosdmicomente, présenta dos troncos modales, uno de 40 (3 9 -4 5 ) ,  
y otro de 7 0 . Los pruebos de tumorigenicidod *  en ro tones Swiss recién n o c i- 
dos son negatives en el 1 0 0 %  de los casos.
Rutinoriomente se montiene a 3 7 °  C en cultivos en monocopo con medio R5o 
de M cC oy (8 6 ) ,  suplementodo con un 10% de suero de ternero (Tabla 2) mds 
100 U . I . /m l  de p en ic ilino  y 100 g /m l de estreptom icino, Los cultivos se com- 
bion de medio coda dos dids, y se subcul ti von uno vez  por sema no , sembrdndose 
150.000 cé lu lo s /m l. El crecim iento en esos condiciones llego o ser de 3 veces 
la contidod in ic io l .
Para los experimentos oquf des cri tos se cultivoron en froscos de Rous de 75 m l, 
y se recogieron en fase logarftmico de crecim iento , es d e c ir , a l 6 -  dio de la 
siembro, segun la curvo de la figura 1 , tripsimizondo la monocopo con solu­
cidn de tri psi no a l 0 ,2 0 %  en G K N  **d u ro n te  15 o 20 minutes o 3 7 °  C .
*  Se reolizoron inoculondo varies lotes de ro tones por vio subcutdneo con
0
0/1 ml de suspension celu lar (5 o 10 x 10 célulos/m l) en solucidn solino 
isotdnico.
* *  G K N  es uno solucidn solino equi li broda compuesto de: ^ lu co so  (1 ,0  g / l ) ,  
JKCI (0 ,4  g / l ) ,  h^oCI (8 ,0  g / l ) ,  y rojo fenol (0 ,0 0 2 % ). Nb dofla la mem­
bra no ce lu la r.
TABLA -  2 -  M edio  de cu ltivo  R5c de M cC o y , 
Composiciôn y forma de prepararlo .
M edio  R5a de M cC oy ( 8 6 ) u tilizo d o  en los cultivos en monocopo. Composî- 
ciôn final por litro  :
1. Solucidn de Honks (5 5 ), sin bicarbonate : N aC I (8 '0  g ) , KCI 
(0 '4  g ) , M g S O ^ . 7 H ^O  (0*2 g ) , No^PO ^H (47 '8  m g), KPO ^H^ (60 '0  m g), 
glucose (T O  g ), CoC I^ ' 6  H ^O  (2 7 6 , T mg).
2 .  Solucidn de ominodcidos : 1 -trip td fono ( 3 ' l  m g), 1-fen ilo lo n in o  -  
(16*5 m g), 1-tirosino ( 1 8 ' l  m g), 1-orginino (H C i) (^2'1 m g), 1-h istid ina (H C l) 
(2 0 '9 m g ) , 1 -lis ino  (H C l) (36*5 m g), 1-cisteino (31*5 m g), 1-m etio n in o (14*9 m g), 
1 -iso leucino (39*3 m g), 1-leucino  (39*3 m g), 1 -v a lin o  (1 7 '6  m g), 1-treonino  
(17*9 m g), l-osporogina (45*0 m g), g lic ino  (7*5 m g), 1-serina (26*3 m g), olonino  
(13*4 m g), pro lino (17*5 m g), hidroxiprolino (19*7 m g), dcido ospdrtico (19*9 mg) 
dcido 1 -g lutdm ico (2 2 * 1 m g).
3 . Solucidn de vitamines : tiomino (H C l) (0*2 m g), riboflavine (0 *2 mg) 
piridoxol (H C l) (0*5 m g), piridoxomino (H C l) (0*5 m g), dcido n icotm ico  -  
(0*5 m g), nicotinam ide (0*5 m g), pan to te no to cdicico (0*2 mg), b iotino (0*2 mg) 
dcido fd lico  (0*2 m g), d o rure  de colino (5*0 m g), inositol (36*0 m g), dcido -  
p-om inobenzoico (1*0 m g), dcido oscdrbico (0*5 m g), glutotidn (0*5  m g), 
cionocobolamina (0*75 m g).
4 . Rojo fenol : 0*002%
5 . Neom icino : 0*1 g .
6 . N oC O ^H  : 0*07%
TABLA -  2 -  (Contînuacîon)
7 .  G lu tam îna : 219 ,2  mg.
8 . Glucose : 0 , 2 % .
9 . H îdro lîzado  de lactoalbûmîno : 5 ,0  g .
Los solucîones 1 y 2 (de Honks y de ominodcidos respectivomente) se preporan 
previomente por seporodo o uno concentrocidn 1 0  veces la indi code, se es teri- 
lizon por u ltra fi Itroc idn , y se guerdon o —2 0 °  C .
La solucidn 3 de vitamines se prépara concentrodo 50 veces, se esterîlîzo  tom - 
bién por u ltro fiItroc idn  y se guordo o —2 0 °  C .
El rojo fenol se guordo en soluciones a l 1 % , y el bicorbonoto sddico a l 1 ,4% , 
ombos en condiciones de esterilidod .
Une vez prépara do el medio quTmicamente defin ido (medio base), se esterilizo  
el conjunto por ultrofi Itroc idn , y se suplemento con el 10% de suero de ternero 
tombién prépara do en el Deportomento. Se guordo o 4 °  C hosto su u tîliz o c id n , 
sin que sobrepose los 15 o 20 dids.
I V . 2 . 2 . -  Células cancerosas.
Partîmes de cancer ascftico de Ehriich. M orfologicam ente son células de 
carcinoma de mama de ra ton , adaptadas segun un proceso como el descri- 
to por G .K le in  (73) por el que crecen libres en el Ifquido oscftico segre- 
godo por el péri toneo.
El désarroi lo del tumor se produce en dos foses cloromente d ife re n c io -  
bles ;
a) En la prim era , los células tumorales recién inoculodos 
învoden e l te jido  peritoneal antes de que se produzco exudodo o sc fti-  
co . Esta fase se denomino primera in fiItro c id n .
b) Cuando el flu ido o pore c e , los células concerosos crecen 
libres en é l .  En coda generocidn, algunos de estas células se introducen en 
el peritonéo; o esta fase se la denomino segundo in fi Itrocidn .
En coda infi Itrocidn puede llegor o producirse uno maso tumoral sd lido . Es 
d e c ir , se producen cuotro tipos de crecim iento ce lu lar :
1) In fi Itrocidn primorio
2) In fi Itrocidn secundaria
3) C recim iento libre en el Ifquido oscftico
4) Implontocidn sdlido
El ultim o no se produce necesoriomente; sin el primero no se produce ascitis , 
y no puede hober in fi Itrocidn secundaria si no hoy crecim iento libre de los 
células en el flu id o .
N o  se ho llegodo o un ocuerdo sobre cudI es el meconismo de produccidn del 
liquide oscftico . La teorîd de la presencia de un virus o factor v frico  no ho -  
podido montenerse (40) *  . Tompoco se ho determinodo por qué se produce
*  Los experimentos realizados en el Deportomento, en esta mismo Ifneo , torn 
poco detecton ningun tipo de octividod v fr ic o .
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algunos veces hémorragie peritoneal desde el quinto dio de la inocu lac ibn , 
habiendo otros cepos en los que no se produce nunco o muy roromente.
Nosotros hemos trobajodo con dos cepos diferentes :
o ) Produce siempre tumores hemorragicos desde el quinto o séptimo 
dio de lo inoculociôn . Lo denominoremos obreviodomente CAE (Cancer -  
^ c f t i c o  de E hriich ),
b ) Sus tumores nunco son hemorragicos antes del dio 16 o partir de 
la inoculocion; la hemorrogio suele oporecer entre los dios 16 ol 2 0 , y p o - 
COS después, el raton muere. En cuolquier coso la hemorrogio es muy peque 
Ro. Lo llomoremos GAEL, yo que procédé directom ente de los loborotorios 
E h riich -L ettré .
De esta forma podremos ver si eso gron diferencio  de comportomiento de dos 
cepos tumorales ton proximos genéticom ente se refle jo  en lo octiv idod  p o li-  
somico.
Cromosom i co me n te , ombos cepos son hiperdiploides; lo moyor porte de los 
célulos oscilon entre 43 y 46 cromosomos (numéro modo1: 4 0 ).
Ambos tumores se montienen "in v ivo " por poses seriodos (codo 9 d 10 dios)
en rotones Swiss olbinos de 2 o 4 meses de edod (20 o 25 g) * ,
Se inocu Ion troperitoneo Imente 3 ,0  x 10^ (de CAE) y 2 ,0  x 10^ célulos (cb
CAEL) en 0 ,5  ml de SSS-I (Tobio 3) o codo on im ol, pudiendo usorse hem - 
bros o mochos indistintom ente; en este trobojo se tomoron hembros exc lu s i- 
vom ente. Con estos condiciones, se producen solo tumores liquides en el 
1 0 0 %  de los cosos.
*  Se ho comprobodo que lo congelociôn y descongelocion de estos tumo­
res hoce perde r especificidod frente ol huesped o los célulos (9 4 ) . Por 
e llo  se p refiere montenerlos "in v iv o " .
4 2 . -
Las células se recogen per puncîon peritoneal succîonondo con uno je -  
rin g u ilia . Tombien en este coso se e lig io  la fase logar^tmica de c re c i-  
miento para re a liza r el estudio ribosomico, que segun las curvas mostra 
das en las figuras 2 y 3 ,  corresponde al 8  ^ y 9 2  dia de inoculacion -  
respectîvam ente. Antes de esa fecha el tumor es poco voluminoso y muy
denso ce lu larm ente , por lo que su oislomiento se hoce muy trabajoso, -
siendo necesario "lovar" el peritonéo con inyecciones de solucion so lina.
Los Imeas CAE y CAEL "in v ivo " fueron adoptadas a mantenimiento en 
cultives en suspension, segun el proceso que se describe en el siguiente  
opartodo. A s f, las células crecen a 3 7 °  C en medio B, de S . K i t  (72) 
(Tabla 3 ) ,  suplementado con 20%  de suero de ternero y las cantidades 
habitua les de p en ic ilin a  y estreptom icina. Este medio es una m o d ifica - 
cîôn del R5a de M cC oy (Tabla 2 ) .
Es necesario subcultivar la poblacion celu lar dos veces por semono. Se 
siembran en tubos K im ox, 25 ml de suspension celu lar con una densidad 
de 2 5 0 ,0 0 0 /m l, y se cambian de medio d ioriom ente. En estas cond ic io - 
nes se a lcanza la fase de crecim iento logarftmico a l 32 6  4 2  dia de la 
siembra (Figuras 4 y 5 ) ,  que es cuando se toman para efectuar el estu­
dio désarroi lodo en este trobajo .
Los células CAE "in v itro "  se encontre ban en el pase n2  48 y las CAEL 
en el n2  30 en el momento de in ic ia r los experimentos.
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FIG URA 2 . -  Cur va de crecim iento de tumor oscftico de Ehrlich . Cepo -  
hemorrdgico (C A E ). M ontenido por inyeccion^introperitoneol 
en poses seriodos de raton a raton de 3 ,0  x 10 células en -  
0 ,5  m l. V a lo r medio de 15 ratones.
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FIG U R A  4 . -  Curva de crecim iento de células CAE cultivcdos en suspension en 
medio B suplementado con 20%  de suero de ternera (Tabla 3 ), Se 
siembra un lote de 22 tubos Kimox con 25 m l, de suspension celiJ 
lar de 2 5 0 -0 0 0  cé lu io s /m l. V a lo r medio de 3 tubos en coda pun to .
TABLA -  3 -  M edio  de cu ltîvo  B
Composîcîon y preporocion.
M ed io  B de K it  (72) u tiliza d o  en los cultives en suspension; es una modif ic a -  
cion del medio R5o ya descri to . Composicion final por litro  :
] ,  Solucion salîna para suspension (SSS-I): N aC I (8 ,0  g ) ,  KCI
( 0 ,4  g ) , M g S O ^ .7  H ^O  (0 ,2  g ), N a^PO ^H  (4 7 ,8  m g), K P O ^ H g (6 0 ,0  mg) 
glucosa (3 ,0  g ) , rojo fenol (0 ,0 0 2  % ).
2 .  Solucion de aminodcisos : la misma del R5a.
3 . Solucion de vitamines ; la misma del R5a.
4 . N eom icina : 0,1 g .
5 . N aC O ^H : 2 ,0  g .
6 . O xa lace ta to  sôdico : 0 ,1 5  g .
7 .  G lutam ina : la misma cantidad que en el R5a.
8 . H id ro lizado  de lactoalbüm ina : 5,0  g .
Agua desîonizada y tridestilada c . s . p .  1,000 m l.
Como en el medio an te rio r, después de es terilizar el conjunto del medio -  
base, se anade el 20%  de suero de ternera.
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FIG U R A  5 . -  Curva de crecîm îento de células CAEL culHvadas en suspension 
en medîo B suplementado con 20%  de suero de ternera (Tabla 3) 
Se sîembra un lote de 22 tubos Kîmox con 25 ml de suspension 
ce lu la r de 250 .00 0  c é lu la s /m l. V a lo r medio de 3 tubos en coda 
punto.
I V . 2 . 3 . "  Establecîm îento de la Im ea celu lar CAEL "în v ît ro " .
Segün la mayor parte de los estudios rea lîzad o s . Ids células de cancer ascf- 
tîco  de Ehriîch presentan "In v îtro "  un crecîm îento mucho mds lento que -  
"in v îv o " , y ,  a menudo, d lf fc ll de conseguir.
Los medîos muy rîcos, contenîendo altos nîveles de suero, sueIen fdvorecer 
el establecîm îento en cultîvos en monocapo; por otra porte , se observa un 
considerable grado de seleccîon ce lu lar durante e l proceso (9 2 ).
Se e lîg îô  el sîstemo de cu ltîvo  en suspension por ser mucho mds ventajoso que 
el de monocapo, ya que se consîguen pob la clones de crecîm îento muy rdpîdo 
en menor espacîo , y con fa c îlid a d  de manîobras. Se encuentran descrîtos va­
rias técnicas de establecim iento en cultîvos en la literatura (43 , 5 4 , 92 y 
1 4 0 ), en las que coda au tor u tîlîz o  unos medîos y unos condîcîones dîferentes. 
En general los cultîvos prîmorîos se hocen con pob la clones numerosas (de 4 a 
8  X 10^  célu las /m l) en medîos rîcos en ominodcîdos y suero.
En nuestro caso, y tras repetîdos întentos infructuosos, se consîguîd de la m a- 
nera que se describe a continuacîdn y se resume en e l Esquema 2 .
Se avend un raton înoculado 10 dîos antes con CAEL (no hem orrdgîco). Los 
células se lavaron con SSS-I a 3 7 °  C ,  recogîéndose por centrîfugacîdn q 
80 X g , 5 mînutos. La p e lla  ce lu la r se resuspendîd en medîo de cu ltîvo  B su­
plementado con 20%  de suero de te rn era , y se sembraron dos tubos Kîmox con 
2 5  ml de una suspension de 1 x 10^ c é lu la s /m l. Très horas mds ta rd e , el me­
d io  estoba dcîdo (lo  que îndîca m etabolîzacîdn  c e lu la r), por lo que se d îlu -  
yeron los cultîvos afiadîendo medîo fresco hosta concentracîdn ce lu la r de -  
5  X 10^ m l. En el transcurso de 6 horas se produjo el mîsmo fendmeno, y se 
vo iv îd  a d îlu îr  e l cu ltîvo  quedondo en la proporcîdn de 2 ,5  x 10^ cé lu las /m l. 
En las 24  horas sîgulentes a la u ltim a d îlu c îd n , el metabolîsmo ce lu lar conti­
nua ba siendo muy o c tîv o , por lo que se cambîd el medîo dos veces (d îston- 
cîadas 12 horas), dejando sîempre un 20%  de medîo condîcîonodo. En dîos
_ ËSQUniA DEL ESTABLECIMIENTO DE LAS CELULAS DEL CANCER 
ASCITICO DE EHRLICH EN CULTIVOS EN SUSPENSION "IN VITRO"*
CAE de raton "in vivo"
10 células/mln
_ Paso 1 
~ (5 horas)
T1 T2
T 8  P aso  2
(6 horas)
T1 T2
, Paso 3
al  (2 dias)
(no pro-
gresan)
ac ac ac
(no pro- 
gresan)
(no pro- 
gresan)
mueren mueren
Paso 4 
(2 dias)T1
Paso 5 
(3 dias)T1
P aso  6 
(11 dias)T4 -T1
Progresan y se esta-
blecen definitivamente
T = tubo; ac = pH âcido; al = pH alcaline; CAE = Cancer ascitico de Ehrlich; 
= mantenidas con medio condicionado.
ESQUEM A 2
posterîores, se observe el crecîm îento c e lu la r , y se seleccîonoron las pob la -
cîones que mejor se adapta ban . El pH del medîo y 6u rîquezo nutrîtîvo  se mo£
tuvîeron constantes adîcîonando medîo fresco cuando era necesarîo. Una vez
alcanzadas densîdades de poblacîôn de aproxîmadamente 1 x 10^ cé lu la s /m l,
5  5
se efectuaron subcultîvos, sembrdndose 2 ,5  x 10 y 5 x 10 célu las /m l en me­
dîo condîcîonodo a l 5 0 % . El crecîm îento ce lu lar dîsmînuyô aumentando el -  
porcentaje de células muertas; entonces, se mancomunaron los tubos de forma 
que la poblacîôn se mantuvîese en 3 a S x  10^ células vîvas por ml como m f-  
nîm o. Todos los combîos de medîo se hîcîeron dejando e l 50%  de medîo con- 
dîcîonodo. A s f, v îv îeron  durante 15 d îos, a l cabo de los cuoles se o lcanzô -  
una poblacîôn de 13 x 10^ células vîvas por m l, que se subcultîvô sembrôn- 
dose 3 X 10^ células vîvas por m l. A  partir de ese momento, e l crecîm îento  
fué reg u la r, sîendo necesarîo renovor el medîo d îo rîam ente, y subcultîvor -  
dos veces por semono.
Las pruebas de tum orîgenîcîdad realîzados înoculando întraperîtonealm ente 10 
ratones Swîss de très meses de edod con 5 x 10^ células en 0 ^  ml de S S S -I, -  
fueron positivas; se produjeron tumores ascftlcos en todos los cosos, con la par 
tîcu larîdad  de ser hemorrôgîcos.
I V . 3 . -  C A R A C T E R IZ A C IO N  de las L IN EA S CELULARES DESCRITAS. T E C N [  
CAS môs IM P O R TA N TE S .
Coda Im ea ce lu lar establecîda présenta una serîe de propiedades mor- 
fo lôg îcas, cînétîcas y  bloqufm lcos, que la d e fîn en . Estas ca rac te rîs tî- 
cas son funcîôn del m edîo ombîente en que se desenvuelve la vida ce­
lu la r , y ,  en su caso, del sîstemo de cu ltîvo  e leg îdo; dependen sensîble- 
m ente, entre otros muchos fdctores, de la presîôn, tempera tu ra , a îreacîôn  
(composîcîôn quîm îca de la atmôsfera que las rodeo), îlum înacîôn, rîquezo
y composîcîon del medîo de crec îm îento , p H , sîstemos de cu ltîvo  (m ono- 
copc, suspension, e t c . ) ,  e încluso, în fluye el m atériel de los froscos y 
tubos en los que el cu ltîvo  se llevo a cabo.
Cuando se fîjon  las condîcîones en las que se désarroi la una pob lac îôn , sus 
propiedades permanecen re latîvam ente constantes; no obstante con e l tîe m -  
p o , en los suvesîvos poses de mantenîmîento ru tîn a rîo , sîempre se produce 
olguno o lte ro c îô n , por lo que a l în îc îa r  un experîmento concrete, es reco - 
m endoble, y a veces necesarîo, carocterîzar nuevomente la Im ea c e lu la r , 
a l menos respecte de a quel les propiedades môs relacîonadas con o q u é l.
I V . 3 . T . -  Control m orfolôgîco.
Se llevo a cabo principal mente con très procesos:
1 ) M icroscopîd ôptîco
2 ) M îcroscopîd electrônîco
3 ) Estudio cromosômîco
N o  vomos a entrer en detalles de estas té en î cas, ya que son sobrodomente 
conocîdos. Solo nombreremos los sîstemos utîlîzodos.
12. Los preporacîones pore mîcroscopîd ôptîco se tîMeron con 
hemo toxî I î no-eosî no .
2 2 . Los pelles ce lu lares pore mîcroscopîd electrônîco se -  
prefîjoron con solucîôn de glutaroldehîdo al 3%  en buffer de M îllo n îg  (90 y 
9 1 ) ,  se fîjaron  con solucîôn de O s O ^  a l 1% en buffer de Pelade (102 y 103), 
y después de deshîdrotar con aceto n e , se încluyeron en Durcupon A  C /M .  -  
Los cor tes se contrasta ron con cîtroto de plomo en solucîôn de Reynolds (1 1 5 ).
3 2 . Los corîotîpos se determînaron como descrîben T .C .H s u  
et a l .  (6 7 ) ,  dondo un puiso con Colcem îd (0 ,06  yjug/ml o 37^ C durante 18 
bores) pore detener y ocumulor célulqs en mîtosîs, lîberondo posterîormente
los cromosomos con choque h îpoton îco , seguido de fîjoc îon  con Cornoy y 
rap!do secodo a! a !re , o Wen con choque hîpotonîco seguîdo de tîncîon con 
orcem o o c é tîc o , y presîonondo fuertemente e l "cuhre" sobre el "porto", de 
forma c rec îen te , rotondo el pu Igor sobre la preporocîôn, evîtondo d es lîzo -  
mîentos.
I V . 3 . 2 . -  Control c în é tîc o .
Se bon reolîzodo dos estudîos referentes a la dînamîco de las pob la clones 
ce lu lares :
-  Curva de crecîm îento
-  CI cio c e lu la r.
I V . 3 . 2 . 1 . -  Curva de crecîm îento .
En las figuras 1 a 5 se muestron las curvas de crecîm îento de las Imeas c e lu lo -  
res u tîlîzo d as . Del cu ltîvo  en monocapo (ER G A N ) se sembraron lotes de 15 -  
froscos "Jeno" (15  m l). D îorîam ente se ho hecho recuento de células vîvas y 
muertas, de dos froscos seporodomente. Para e llo  se tîMeron las muertas con -  
erîtrosîno a l 0 ,0 9 %  concentrocîon f in a l.
El crecîm îento de los cultîvos en suspension (CAE y CAEL) se ho regîstrodo to -  
mondo e l vol or medîo de 3 tubos por punto. Se sembraron lotes de 22 tubos. 
Tombîén se bon contodo las células vîvas y muertas usondo erîtrosîno 0 ,0 9 % .
En el caso de los tumorés oscftlcos, se sîguîô el oumento de peso del anim al 
desde el dîd de la înoculocîôn . Cuando fué posîble, se practice e l ovenodo, 
extroyendo tolm ente el tumor y lovondo el perîtonéo con volumenes conocîdos 
de G K N ; se procedîo a l recuento ce lu lar como en los cosos onterîores. Se îno 
culoron lotes de 15 ratones, u tîlîzondo  bembros de 25 g . de peso (2 -4  meses de 
edod).
I V . 3 , 2 . 2 . -  Cîclo celular.
Un numéro mayor de dates referentes a la c inética del cultîvo o del tu­
m or, nos los proporciona el estudio del c îc lo  celu lar representado con -  
cuatro etc pas, G ^ , S , G ^ , y M ,  segun hîcîeron Howard y Pelc (66) -  
(Esquema 3 ).
El proceso seguîdo tëcnîcom ente fué un poco d îs tîn to , segun partiésemos 
de células "în v ivo " o "în v îtro "; y dentro de las "în v îtro " , sî el cu ltîvo  
crecîa en monocapo o en suspension.
En general se comenzo por dar a las células en fase de crecîm îento lo g arft-
f s  ~1m îco , un puIso de 30 mînutos con solucion de TdR-m etîl H de 2 p -C î/m l 
(concentrocîon final) en medîo del cu ltîvo  condîcîonodo (1 :1 ) . Se lovan -  
abundontemente con solucîôn de TdR frîo de 1 jjcg /m l (concentrocîôn final) 
en medîo de c u ltîv o . Se decanta el ultim o lovodo, y se d e |a , a 3 7 °  C , en 
medîo condîcîonodo ( 1 : 1 ) .  Se toman muestros coda 2 horas por espacîo  
3 4 -3 6  horas consecutîvos.
Para sîm plîfîcor esta ultimo porte del proceso y que resultose mds cômodo, 
se d îv îd îô  el lote de tubos destînodos a l experîm ento, en dos grupos îguoles 
y se morcô el segundo con TdR 12 horas môs torde que el prîmero -
(Esquema 4 ) . Este des fase perm îtîô hocer las tomos de las 12 a las 24  horas 
a l dîa s îgu îen te , sîmultoneando con las de las 24 a las 36 del primer grupo,
Los muestros se lovan abundontemente con SSS-I a 3 7 °  C hosta e lîm înor to­
tal men te el suero que acompono al m e d îo * . Sî las células hon crecîdo en 
monocapo, en tubos de Leîghton (con un "cubre" en su ca rîlla  p lan a ), se -
*  El suero ofecto a la tîn c îo n , ya que se tîne a l mîsmo tîempo que las 
células y "ensucîo" la preporocîôn.
, ESQUEMA 3 : C îc lo  ce lu lar segün Howard y Pelc (6 6 ) .
CICLO CELULAR
ipardmetrôs F i j o s
Fase S 7 hs.
Fase G-2 4 hs.
Fase M 1 h
Fase G-1 16 hs.
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f îja n  con 2 ml de solucîôn de Bouin durante 2 horas a tempera tu ra am bian­
te ,  o b ie n , 1 2 -2 4  horas a  4 °  C . Se decanta el Bouin y se lova el "cubre" 
con etonol 7 0 -8 0  % ,  hosta que desaparezca to tolmente el color a mari Ho.
Los "cubres" se dejon dentro de las tubos, en e to n o l, hosta e l momento de ser 
mon todos sobre "portas". Para e llo  se deshidroton con etonol de 9 5 ° ,  15 -  
m inutes, y con etonol absolute otros 15. Se se con a l a ire  y se menton sobre 
"porto " con bôlsomo del C anada, dejando las células ho cio orribo . Se dejon  
secor en bondejos, horizonto lm ente, protegidos del p o lvo , para ser ou terra-  
diogrofiodos.
De los cultives en suspension, se tome ron 0 ,5  ml de 3 tubos coda v e z , y se 
monipulon les células libres en tubos con i ces de centrffuga. Se lo van , como 
en el caso a n te rio r, con S S S -I,  centrifugondo 3 minutes a 1.000 x g . la  f i -  
jociôn se rea lize  con Cornoy (ac ide  ocético  g lo c io l-e tan o l absolute 1 : 3) 
recien preporado y oPiadido poco a poco para no deshocer la p e lle  c e lu la r.
Se topo el tubo y se dejo 20 minutes a temperature om biente. Se decanta y 
se oPiode 1 ml de Cornoy fresco; 10 o 15 minutes después se resuspende la pe­
lla  ( que esta te tel men te deshidrotoda) con pipeto Pasteur, con cuidodo de no 
romper las células * .  Se centrifuge a 2 .000  x g , 5 minutes y se decan ta . Se 
a Mode un volumen de Cornoy fresco tel que la suspension ce lu lar quede mas 
bien concentrodo ounque no demosiodo. Une vez  log rode une suspension en 
la que todos las células estén libres, se dejo coer une pequeno goto de ésto 
sobre un "porta" humedo, con une pipeto Pasteur muy f in e . Se dejon secor y 
se lovan con ague destiIode. A sf queden en disposiciôn de ser outorrodiogra- 
fiodos.
Después de reveIodes les outorrodiografias, se tiPieron les prepareciones con 
hemotoxi I i no -eosi no, y se procediô a l recuento de mitosis (metofoses concrete- 
mente) me rca do s y no me rca dos en aproximodomente 1.000 ô 1.500 células to­
tales por preporocion.
*  Los células deshi dre todos son muy fragiles y sobre todo les que eston en 
mitosis.
De los vorîos tîpos de dîstrîbucîôn estadfstica: normes (1 1 3 ), logerCtmlco- 
normol (8 ) ,  Tîpo I I I  de Pearsom(133), e tc . que se suelen u tiliz e r  pore c a l­
culer le dureciôn media de les feses del c ic lo , se ep lico  le distribuciôn  
logarftm ico-norm al que dio les mostra des en le Figura 6 . A  partir de e l le ,  
tomendo :
T g g  +  1 / 2  T/Vf * :  como el interva lo de tiempo tronscurrido hosta o l -
conzor el 50%  de mitosis morcodas.
T 5  : como el vo lor del tiempo pose do entre los dos primeros puntos con 
secutivos del 50%  de mitosis morcodas.
T + 1 ^ 2  T/Vf : como e l tiempo comprendido entre el segundo y
tercer volor del 50%  de mitosis morcodas.
(tiem po del c ic lo ): el interva lo entre los dos va lores homo logos del 
50%  de mitosis morcodas (el primero y e l terce— 
ro ).(7 9 ).
Se obtuvieron los va lores de coda fase del c ic lo  (Tabla 4 ) ,
Por una po rte , si e l porcentaje de células en mitosis es uniform e, la media del 
numéro de mitosis ( %  se puede usor para col eu lar el volor medio total del c i­
clo o tiempo de duplicocion ce lu lar (132) ;
TABLA -  4  -  C ic lo  ce lu lar de CAEL.
Durociôn oproximodo en horas de coda fase * * .
T s T/m T e
9 ,7 7 ,0 5,1 2 ,7 2 4 ,5
* L o  mitod de la mitosis es genera Imente la dura ci on de la profose.
* *  V o lor medio del numéro de mitosis : 0 ,0 8 0 8 .
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I V . 4 . -  S IN C R O N IZ A C IO N  de CAEL " IN  V IT R O " en FASE de SINTESIS  
de D M A .
De todos los sistemas ensoyodos en e l De portam ento, y bus condo sîempre que 
e l proceso no o lte re  el posterior comportomlento ce lu lo r, se e lig io  el de cul­
t iv e  en exceso de tim idino (TdR) reolizodo por vez primero por Xeros (1 4 1 ).
Poro sincronizor los celulos CAEL "in v itro" se uso lo tecnico del doble tro -  
tomiento con exceso de tim id in o , como se describe o continuocion. En fase 
logorftmico de crecim iento se sepororon los celulos del medio por centrifugo- 
cion o 80 X g , y se resuspendieron en o tro , conteniendo 500 m g/m l de TdR.
Se incuboron duronte 17 boros * ,  ol finol de los cuoles se lovo obundonteme£ 
te e l cu ltivo  con SSS-I y se resuspendîd en medio suplementodo con AdR — 
(2 f5  m g /m l), CdR (2 ,3  m g/m l) y GdR (2 ,7  m g /m l), poro ser incubodo duronte 
8  h o ra s * *  . N uevo lovodo, y se procediô ol segundo choque con iguoi con- 
tidod de TdR que en el primero y de lo mismo durociôn. Se lovô y se incubô 
duronte uno horo en el medio suplementodo con A dR , CdR y GdR (Esquemo S},
Poro comprobor el grodo de sincronizociôn se tomoron très tubos o los que se 
diô un puiso de 20 minutes con TdR-m etil [~^H | (3 ^ C i / m l  concentrocîôn  
f in o l) , ol mismo tiempo que o un tubo control no trotodo con TdR. Se lovoron 
con solucîôn de TdR frio de 1 ^ g /m l  en S S S -I, y se fijoron con Cornoy segün 
e l mismo proceso empleodo en el c îc lo  ce lu lo r. Se hîcîeron preporocîones -  
sobre "porto" humedo, como se ho descri to en el oportodo IV .  3 . 2 . 2 .  ) ,  se 
outorrodiogrofioron, y se tin ieron con hemotoxi lino-eosino poro procéder, o 
continuociôn , o lo tobulociôn de célulos morcodos y no morcodos isotôpico- 
m ente. El resu I todo fué de un 80 %  oproximodo men te de célulos en fose S.
*£ s te  periodo de tiempo es iguoI o lo durociôn del c ic lo  menos lo mitod 
de lo fose de smtesis de D N A . (T^ — 1 /2  T^ ) .
* *  Durociôn de lo fose S.
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I V . 5 . -  A ISLA M IEN TO  de POLIRRIBOSOMAS.
I V . 5 . 1 . “ In troduccîon.
En este apartado se descrîbîrdn los métodos utîlîzodos poro obtener p o lîr r î-  
bosomos o portîr de los dîferentes Imeos ce lu lores, en los que se hon te n î-  
do en cuento vorîos foctores que ofecton fundomentoImente o lo estructuro 
notîvo del b îopolîm ero. Todos los operoclones que constîtuyen esto porte -  
experîmento I es ton condîcîonodos por lo cîrcunstoncîo de que el ospecto 
que se ho querîdo estudîor es prîncîpoIm ente el funcîonol en el In terio r de 
lo c é lu lo , observondo lo estructuro y lo octîv îdod bîoquîmîco que muestron 
los mocromoléculos uno vez  seporodos de su entorno. Este hecho împone lo 
eleccîon  de métodos de oîslomîento que conserven y montengon înolterodo -  
dîcho estructuro.
Se hon considerodo vorîos ospectos Importantes ontes de hocer esto seleccîon:
1) CudI es lo rîquezo en membronos de retfculo endopidsmico 
de los célulos u tîlîzo d o s , y sî los ribosomos se encuentron lîgodos o e llos .
2) Los nîveles de RNosos que éstos célulos contîenen.
3) Q ue el proceso en gene roi seo de monlpulociôn ropîdo.
4) Q u e los condîcîones de roturo de lo membrono cîtoplosmîco  
seon odecuodos, es d e c îr , que no ofecten ol resto de los componentes c e lu -  
lores.
9  Lo fuerzo îonîco y el pH de los so lu clones so II nos empleodos.
En lo b îb lîogro fîd  se holloron olgunos métodos que reunion un buen numéro de 
los condîcîones exîgîdos. Pero ero necesorîo estudîor detenîdomente sobre todo 
o quel los portes del proceso que mos înfluyen en los resu I todos obtenîdos, poro 
odecuorlos to to Imente o nuestros propîos condîcîones, ton to de mo ter lo i b îo lo -  
g îc o , como de elementos o u x îllores.
Por otra p a rte , el trobojar con dos tipos ce lu la res muy dîstîntos entre sf, 
oblîgô a întroducîr m odiflea clones especlTlcas dentro del esquema general 
establecldo de c ls lcm lento .
I V . 5 . 2 . -  D irectrices seguldas en los dîstîntos olslamientos de p o li-  
rrlbosomos.
1) Los células se bon tomodo sîempre en fose logorCtmlca de 
crecîm îento , y se bon lovodo con SSS-I suplementodo con vîtom înos.
2) En todos los cosos,.lo octîv îdod del sîstemo polîrrîbosômîco  
se determ ine morcondo îsotôpîcomente los poiîpéptîdos nocîentes con pulsos 
cortos (entre 3 y 5 mînutos) de hîdrolîzodo protefco ,  detenîéndose
lo încorporocîon por odecîôn de 4  volumenes de gronîzodo del buffer en que 
se bord el o îslom îento.
A  portîr de o q u f, lo técnîco se reo lîzo  to to Imente o 0 °  C , sîendo, por supues 
to , muy Importante esto condîcîdn.
3) O btencîdn  de célulos concerosos o portîr de CAE "în v îvo "  
elîm înondo los célulos songumeos. Se ensoyon dos técnîcos :
o) C entrîfugocîôn en grodîente discontinue de F îc o ll .
b) Lovodos su ces î vos en PB S (Tobio 5) centrifugondo o bojo 
ve lo c îd o d .
Uno vez  seleccîonodos, se resuspenden en SSS-I o 0 °  C , y se recuenton en 
cdmoro de N eu b o u er.
4) A  continuociôn se procediô o iîsor lo môs suovemente posîble 
lo membrono cîtoplosm îco. Poro e llo  se estudîô lo occîôn de dos métodos g e -  
neroles:
o) Hom ogeneîzocîôn en buffer hîpotômîco
b) Lîsîs con detergente no îônîco Triton X -1 0 0
5) El crudo ce lu lar se purified  por centrîfugacîdn d îfe re n c îc l. Sî 
procedîd de homogeneîzocîdn m ecdnîco, se sometîg 3 c 5 mînutos a 700 x g 
para e lîm înor célulos enteros, nucleos, e t c . ,  y el sobrenodonte, 1 0  mînutos 
o 10.000 X g , recogîéndose el sobrenodonte postm îtocondrîol. Sî procedîd -  
de lîsîs quTmlco, lo ce n tri fu go cîdn fué de 5 mînutos o 700 x g unîcom ente.
En olgunos cosos el sobrenodonte postmîtocondrîol se sometîd d îrectom ente, 
sîn mds purîfîcocîones, o centrîfugocîdn en grodîente lîneol de socoroso po­
ro estudîor lo dîstrîbucîôn de los polîsomos segün sus pesos m oleculores.
5 -o ) En otros cosos, con el fin  de d îferencîor los polîsomos que 
se encuentron lîbres en el cîtoplosmo, de los unîdos ol retfculo endopidsmîco 
rugoso, se trotd uno porte del sobrenodonte postmîtocondrîol con Triton X -1 0 0  
(1 ,0 %  concentrocîon fînol) en buffer îsotdm îco, duronte 5 o 10 mînutos poro -  
lîberor los polîsomos lîgodos o membronos. El resto se llevo o concentrocîon  
solîno îsotdnîco.
5 -b ) Ambos solucîones se centrîfugoron sîmultdneomente o tro -  
vés de grodîentes dîscontmuos de socoroso (1 ,6  M /2 ,0  M ) ,  18 horos o 120.000 x g 
y 4 ° C .
5 -c ) Los pellos de polîrrîbosomos osf obtenîdos, uno contenîen­
do todos los polîrrîbosomos cîtopidsmîcos de lo c é lu lo , y lo otro con solo los 
lîbres, se resuspendieron cuîdodosomente en e l buffer îsotdnîco, en el que se 
ho preporodo el grodîente dîscontmuo; después de elîm înor los ogregodos înes 
pecffîcos que se hubîesen formodo centrîfugondo o 3000 x g , se o justd , sîempre 
que fué posîb le, lo concentrocîon del sobrenodonte o 25 d 30 u .o . /m l  de o b -  
sorcîdn o 260 nm.
6 ) En todos los cosos, los suspensîones polîrrîbosdmîcos se sometîeron 
o ultrocentrîfugocîdn en grodîente lîneol de socoroso de 15 ol 30%  (p /p ) (en 
e l mîsmo buffer de los oîslomîentos o de los purîfîcocîones, segün los cosos).
Se coloca 1 ml de la suspension polisomica sobre un grodîente lîneol de 27 m l, 
y se centrîfugo o 4 ^ C , 2 horos o 25 .000 rpm en rotor SB-110 de ultrocentrffugo  
B -60 de I .E .C .  (equîvolentes o 110.000 x g ) . .
7) Los grodîentes se froccîonoron en olfcuotos de 1 6  0^5 m l, segün los 
cosos, întroducîendo un copîlor hosto el fondo del tubo, y succîonondo lîg ero - 
mente por el extremo lib re , olorgodo con uno fîno cdnulo de p idstîco , poro con- 
seguîr lo solîdo del lîquîdo y recoger el goteo en tubos oforodos.
Lo loco lîzocîdn  de polîrrîbosomos se reo lîzd  en todos los cosos por regîstro de 
D .O .  o 260 y 280 nm de codo froccîdn; por su porte , lo octîv îdod de b îosm te- 
sîs fué determînodo por recuento dîrecto de sobre fîltros G  F /C  de Whotmon 
medîonte espectrometrîd de centelleo  ITquîdo.
Lo pendîente del grodîente de densîdod de socoroso se déterminé por re frocto - 
m etrîd .
Los coefîcîentes de sedîmentocîdn no se estîmoron por întroduccîdn de portfcu - 
los de re feren c îo , sîno por cdiculo o portîr de los toblos y expresîones propues- 
tas por McEwen (87). .
Estos resuItodos fueron sîempre confîrmodos por lo mîcroscopîd e lec trd n îco .
Los grodîentes se prepororon 18 horos ontes de ser u tîlîzodos, dejondo dîfundîr 
o 4 °  C , 6  foses de 4^5 ml (excepto lo de 30%  que es de 5 ml) de solucîones de 
socoroso del 30 , 27  , 2 4 ,  2 1 , 18 y 15% (p /p ) respective m ente, preporodos en 
el buffer que se înd îcord . El grod îente, osf preporodo, es perfectomente lîneol 
y reproductible como se comprobd repetîdos veces.
*  Los coefîcîentes de sedîmentocîdn colculodos de esto monero no tîenen  
volor obsoluto, pero sî son înternomente coherentes y equîvo lentes o -  
los determînodos en ultrocentrffugo o n o lftic o .
I V . 5 . 3 . -  Marcado Isotopico de poiîpéptîdos nacîentes.
Se parte en todos los cosos de solucîon de hîdrolîzodo p r o te îc o |j^ C ^ d e  57  
|À ,C î/m  Atomo C dîlufdo con SSS-I mos vîtomînos hosto 30 ^ C î /m l  y m onte- 
nîdo en condîcîones de esterîlîdod o 4 ° C .
Los célulos montenîdos "în v îv o " , înmedîotomente después del ovenodo, se lo­
voron con SSS-I suplementodo con vîtomînos ^  y o 3 7 ° C .
Lo pello  celu lor se resuspende en un volumen de SSS-I mos vîtomînos îguoi ol 
ovenodo, y se ofiode solucîôn morcodoro hosto 3 yjuCî/ml de concentrocîon f î ­
n o l, Lo suspension résultante tîene uno densîdod celu lor de oproxîmodomente 
100 o 150 X 10^ cé lu lo s /m l.
Se încubo 3 mînutos en boMo o 3 7 ° C con ogîtocîôn suove y se detîene lo reo c - 
cîon vertîendo lo suspension sobre 4 6 5  veces su volumen de PBS (TobIo 5) gro 
nîzocio, SSS-I o b u jje r de oîslom îento , segün cuoi de los très solucîones s o lî-  
nos hoyo de ser u tîlîzodo  o continuociôn.
Con los célulos montenîdos "în v îtro"se  sîguîô el mîsmo proceso ounque fué ne­
cesorîo oumentor lo dosîs o 30 |JLCî/ml en uno suspension de 5 0 x  10^ cé lu lo s /m l, 
(es d e c îr , 2 0  veces lo concentrocîôn u tîlîzodo  "în v îvo "), y e l tîempo de încubo 
cîôn o 5 mînutos. AquT el morcodo se reo lîzo  en medîo de cu ltîvo  d îlu îdo  20 ve 
ces con SSS-I
TABLA -  5 -  Solucîôn PBS sîn C o 2  + 
Composîcîôn en g / l .
nî hAg^* .
N oC I ................................................. 8 , 0
KCI .................................................... 0 , 2
N o 2  PO4  H ................................. 1 ,1 5
KPO4 H g .................................. 0 , 2
H Se odîcîono lo mîsmo contîdod de vîtomînos que ol medîo B (Tobio 3) 
poro que los célulos estén el menor tîempo posîble sîn nutrîentes y o 
3 7 °  C ,  condîcîones en los que se degrodon ropîdomente los po lîrrîbo ­
somos (5  y 6 3 ).
I V . 5 . 4 . -  Seleccîon de células cancerosas de tumor ascrtîco-hem o- 
rragîco de Ehriîch (C A E ).
Como ya d îjîm os, uno de los tumores ascftlcos de Ehriîch que se u tîlîzc n  en es­
te trobajo (el denomînodo CAE "în v îv o " ), produce lesîones hemorrogîco en el 
perîtoneo , por lo que los célulos concerosos se obtîenen mezclodos con gron co£  
tîdod de célulos songumeos. Poro elîm înor estos ültîmos se ensoyoron dos méto­
dos :
o) Centrîfugocîôn en grodîente discontinue de F îc o ll.
b) Centrîfugocîôn o pequeHo velocîdod en solucîôn solîno.
Ambos se boson en lo notoble d îferencîo  de densîdod y tomoho exîstentes entre  
los célulos concerosos y los songumeos : los célulos concerosos oscftlcos tîenen  
uno Iplensîdod oproximodo de 1,071 g /m l con un dîômetro de 30 ^ m  y los célu ­
los songumeos (erîtrocîtos en su moyor porte) uno densîdod de 1,093 g /m l con -  
un dîômetro de 6  yutm ( 1 1 1 ) .
o) Centrîfugondo lo mezclo celu lor pro cede n te del ovenodo en 
un grodîente discontinue de Fîcoll de 8  ml de solucîôn ol 21^5% (p /p ) ( g = 
l j0 8 0  g /m l) ,  8  ml ol 2 0 ,5 %  (p /p ) ( ç =  1,075 g /m l) y 5 ml de solucîôn solîno 
PBS sîn Co^ nî M g^ , 50 mînutos o 650 x g y 4 °  C , se obtîene uno perfecto  
seporocîôn; los erîtrocîtos quedon sedîmentodos o en lo fose mos denso, m îen - 
tros los célulos oscftîcos quedon en lo înterfose solucîôn so lîno -F îco ll 2 0 ,5 % .
De ohr se recogen focîIm ente con uno p ip eto , y se lovon con SSS-I hosto e l î ­
mînor totoIm ente e l F îc o ll.
Coîncîdîendo con los dotos b îb lîogrô fîcos, lo v îob îlîdod  posterior de los cé­
lulos es normol (1 1 0 ), sîendo ventojoso el empleo de Fîcoll sobre lo socoroso.
b) En e l segundo método, los célulos uno vez lovodos, se resus 
penden en 5 volumenes de PBS o 0 °C  y se centrîfugon en tubo de fondo cônîco  
o 20 X g , 3 mînutos. Los célulos tu mo roles se sedîmenton lîgeromente quedondo
las célulos rojos en el sobrenodante que se retira con p îp eta . Repîtîendo très 
veces el proceso, se consigue e lîm înar casî totaim ente les erîtrocitos.
Las célu las, lavadas con S S S -I, se contaron, y se comprobô la m ortalidad -  
produc Ida por ambos métodos.
En la tabla 6  se muestran el porcentaje de recuperacîon ce lu la r, el rendimîen- 
to y la v iab îlîd ad  obtenidos, asT como el tîempo empleado
TABLA -  6  - Seleccîon de células cancerosas a partir de
CAE "în v îv o " . 1
%  de células 
recuperadas
%  de células 
cancerosas
M orta lîdad  
(%  de céblas  
muertas)
T- !Tiempo 1
Centrîfugacîon en 
gradîente de F îcoll
90% 97% 6 %
i
90 ' 1
. _______ i
Centrîfugacîon en 
PBS a 20 X g
60% 90% 1 ,5 % 30 ' 1
_ . J
Con la centrîfugacîon en gradîente de F îco ll se obtîene una contamînacîôn -  
mmîma (el 3 % ), una buena recuperacîon ce lu lar to ta l, pero la m ortalîdad es 
algo mayor y es un proceso excesivamente largo. Durante ese perîbdo las c c -  
lulas se encuentran en un medio sîn proteccîon de membrana y sîn nutrîentes, 
por lo que es muy conveniente que sea lo mds corto posîble
¥: Incubando células de mamffero en solucion saIina sîn aminodcîdos du­
rante 30 m inutes, se producen pérdidas de polîsomas con aumento de 
rîbosomas libres (5 y 6 3 ).
Aunque en los resultados expérimentales de aîslamîentos realîzados en es­
te trobajo no se aprecîa una in fluencîa  clara de estos procesos,(sobre todo 
parece que no se produce destruccîôn polisômîca a causa de la centrîfugacîon  
en gradîente de F îc o ll) ,  se siguîo preferentemente el de centrîfugacîones a -  
bajas velocîdades.
I V . 5 . 5 . -  Lîsîs de la membra na cîtopidsm îca.
Los métodos de lîsîs ce lu lar y subsecuente centrîfugacîon d îferenc îa l son muy 
dîferentes para células con rîbosomas unîdos a membranas, que los aplîcables  
a las que los tîenen lîbres en el cîtoplasm a.
Como ya hemos d îch o , es uno de los très factores que mds afecton a l proceso.
\ ^
Tenîendo en cuenta la accîôn de las RNasas y la frag îlîdad  de la estructura del
bîopoirm ero, asF como nuestro deseo de obtener separadamente polîrrîbosomas
lîbres en el cîtoplasma y unîdos a retfculo  endopidsmîco, se estudîaron dos sîs-
temas de lîsîs :
1) Hom ogeneîzacîdn en buffer hîpotdnîco
2) Detergente no îd n îco .
I V . 5 . 5 . 1 . -  Hom ogeneîzacîdn suave en buffer h îpotdn îco .
Cada Im ea ce lu lar u tîlîza d a  présenta d îferente resîstencîa a n îvel de membra 
nacîtopidsm îca, por lo que fué necesarîo ensayar prevîam ente los tîempos de 
hîpotonîzacîdn asi como la întensîdad de la hom ogeneîzacîdn. Se rea lîzd  tam - 
bîén una c înétîca en buffer îsotdnîco (BI- 1  : Trîs -  HC I 0,01 M ,  pH 7 ,5 ; N a C I 
0 ,1 4  M  y M gC lg  0 ,0 2  M ) .  Los buffers hîpotdnîcos comparados fueron :
BH-1 : T rîs -H C I.................................  0 ,01 M  pH 7 ,5
K C I ............... .......................... 0 ,01 M
M g (CHg -  C O O ) g   0 ,0 0 1 5  M
B H -2 :  T rîs -H C I ...................................   0 ,020  M  pH 7 ,5
K C I ............................................... 0 ,0 2 5  M
M g ( C H ^ - C O O ) ^    •0,002 M
p  -m ercap to e tan o l  0 ,0 0 6  M
En todos los casos las células se llevaron a 40 6  50 x 1 0 ^ /m l.
Se u tîlîzô  un homogeneîzador de Pîerce e t a l .  (109) v îd rîo -v îd rîo  o v îd rîo -  
te flo n , segun se îndîcara en los resultados, de 0,51 mm de lu z ,(éq u iva len te  
a 0 ,0 2  pulgadas), de Trî-R -lnstrum ents, movîdo manualmente o con motor 
ln c .K -4 1 .
Las cînétîcas se sîguîeron al mîcroscopîo ôptîco (tînendo con v îo le ta  c r is ta l^ ) ,  
y se e lîg îô , en coda caso, una rotura de airededor dsl 8 0 %  de las célu las, que 
era la que conseguîd mayor numéro de células rotas, sîn que se afectasen los -  
nucll^os.
I V . 5 . 5 . 2 . -  Lîsîs con detergente no îo n îco .
Se e lîg îo  Triton X -1 0 0 ,  y se hîcîeron cînétî cas con dos buffers de dîstînta fuer 
za îonîca -y a  que ésta juega un papel fundamental en el aîslam îento (48 y 147)-, 
ambos îsotonîcos. Tambîén se busco la concentracîon de Triton X -1 0 0  mas a d e -  
cuada para cada caso.
Los buffers ensayados fueron:
B I -3 :  T rîs -H C I ..................................... 0 ,020  M  pH 7 ,7
K C I ............................................... 0 ,150  M
M g (C H 3 -C O O ) 2  .................... 0 ,005  M
p  -m e rc a p to e ta n o l.................  0 ,0 0 6  M
*  V îo le ta  c r is ta l ...................... 0,1 g
A c . C rtrîco .................... .... 1,92 g
H gO  c .s .p ...........................  1 0 0  ml
Tîfîe de azul întenso los nucleos y mds pdlîdo los cîtoplasmas.
y de menor fuerza îonîca ;
B I-2  : T rîs -H C I ...........................  0 ,020  M  pH 7 ,7
K C I ..................................... 0 ,025  M
M g C C H ^-C O O )^  ..........  0 ,002  M
Socarosa ...........................  0 ,2 5  M
p  -m ercaptoetanol . .  0 ,0 0 6  M
Se esterîlîzan  por u ltra fîltrac îo n  y se guardan a 4 ^ C .
Se prépararon solucîones a l 10% de Trîton X -1 0 0  en ambos buffers *  .
La pel la ce lu lar lavada se resuspende en buffer has ta concentracîon fîna l de 
50 X 10^ cé lu las /m l.
Se oRadîo la solucîon correspondîente de Trîton X -1 0 0 , has ta concentracîon  
f în a | de 0 ,5 %  6  de 0 ,1 %  (93 y 96) segun los casos. Se pîpeteô suavemente y 
se dejo  a 0 ° C ,  tomandose muestras para observacîon con mîcroscopîo op tîco .
Los resultados obtenîdos se verdn en el capftulo correspondîente (V .  1 . 2 . ) ,  en 
el que se hace el estudîo de como ofecta la fuerza îo n îca .
I V . 5 . 6 . -  Polîsomas lîbres y lîgados a membra nas.
La mîtad del sobrenadante postmîtocondrîal obtenîdo por hom ogeneîzacîdn, 
fué tratado de 5 a 10 mînutos con una décîma parte de su volumen de Trîton  
X -1 0 0  a l 10% en buffer B I-4  Q o  x ]  (concentracîdn fîna l 1,0%  correspondiez 
te a buffer îsotdnîco, 0  3  )a l mîsmo tîempo que la otra mîtad se hacîd îso- 
tdnîca por ad îc îdn  tambîén del mîsmo buffer B I-4  j T o ^  •
^  Estas solucîones no contenîdn p  -m ercaptoetano l.
B I- 4 :  K C I .....................................  0 ,1 5  M
M g (C H 3 - C O O ) 2   0 ,0 1  M
T rîe ta n o la m în a  0 ,0 1  M  pH 7 ,5
0  -M ercaptoetano l . . .  0 ,0 0 6  M
A  continuacion , 4  ml de coda sîstema se colocaron sobre sendos gradîentes 
discontinues de socarosa consîstentes en 2 ml de solucîon 2 M  y 3 ml de so­
lucîon 1 ,6  M ,  preparados en el mîsmo B I-4 . Se centrifuge ron 18 horos a -  
37,000 rpm, y 4 °C  en rotor A -321 de ultracentrffuga I . E . C . ,  modelo B-60  
( 1 2 0 , 0 0 0  X g ).
En el no tratado con detergente se obtuvîeron al final de la fase 1 , 6  M  dos 
bandas de nsa s debîdas a los polîrrîbosomas lîgados a membranes. Quedaban
de este modo separados de los lîbres, los eue les son ce paces de sedîm entar,
I
a trqvés de la fase 2 M ,  en une pel la en el fondo del tubo. En el tratado de 
Trîton X -1 0 0  estas bandas no aparecen, o son muy tenues, ya que los polîso­
mas han sîdo desprendîdos de las membranes y sedîmentan en su to ta lîdad  en 
el fondo del tubo.
Se recogîeron por separado todas las fases para ser estudîadas como se mostra 
ra en el apartado correspondîente. ( V I . 1 . 1 . 1 . ) .
Las pelles se resuspendîeron en el menor volumen posîble de B I-4 , y los a g re -  
gados înespecfficos se elîm înaron por centrîfugacîon (10 mînutos a 3 ,000  x g ). 
Como se ha îndîcado en el esquema gen era l, 1 ml de este sobrenadante, con- 
tenîendo 2 0 -3 0  u . o . ,  se colocô sobre gradîente lîneal de sa ce rose del 15 a l 
30%  (p /p ) para séparer las partfculas que se encuentran en suspension en dîcho  
sobrenadante, segun sus coefîcîentes de sedîm entacîon.
P a r t e  T e r c e r o  
R E S U L T A D O S
V . -  IN F L U E N C IA  de las C O N D IC IO N E S  EXPERIMENTALES.
Como hemos vîsto en los Capftulos II y I I I  de esta M em orîa , para estudîar la 
actîv îd ad  polîrrîbosom îca, hay que considérar un buen numéro de factores que 
încîden en e l la .
Una vez analîzados éstos desde un punto de vista teô rîco , se proyectaron unas
i
técnjcas concretes, Necesarîam ente habîd que comprobar de forma experîm e£  
tel como afectaban a los resultados obtenîdos los factores ya mencîonados.
V . l . - T I P O d e  L IS IS .
El sîstema de lîsîs de la membrane cîtopidsmîca es uno de los factores mds -  
importantes en la obtencîdn de polîsomas; în fluye decîsîvamente sobre los re  ^
sultados, como hemos expuesto en el apartado II 1 .2 . de este traba jo . Por e llo  
se experîmentaron las dos técnîcas elegîdas tedrî ce mente como mds adecuadas, 
aplîcdndolas a las células cancerosas, y se analîzaron  diverses aspectos.
Las dos técnîcas elegîdas son ;
1) Lîsîs m ecdnîca por homogeneîzacîdn
2) Lîsîs quîmîca por solub îlîzacîdn  porcîal de la membrane con de­
tergente no îd n îco .
Vamos a ver los resultados obtenîdos con code une de e lles .
V . 1 .1 . -  Homogeneîzacîôn.
El estudîo se rea lîzo  en células ascftîcas de los dos tîpos de tumores m oneja- 
dos, por ser mds fac îl su mantenîmîento y porque se observé que, tanto las 
CAEL como las C A E , presentan una membrane cîtopidsmîca muy resîstente, lo 
que hacîd un tanto problemdtîco a lcan zar un rendîmîento mdxîmo con un m f- 
nîmo de a lte rac îd n  de la estructura polîrrîbosdm îca, Buscando ese e q u îlîb rîo , 
se con juge ron cuetro factores: densîdad de poblacîdn ce lu la r, tîempo de h î­
po ton îzac îdn , fuerza de c îza lla  y tîempo de ap lîcac îdn  de la mîsma.
Se emplearon dos tîpos de homogeneîzadores: v îd rîo -v îd rîo  y v îd r îo -te flo n ,  
ambos de 0 ,5  mm de luz (equ îvalente  a 0 ,0 2  pulgadas).
En unos casos la hom ogeneîzacîdn se rea lîzd  manualmente controlando el nu­
méro de emboladas, en otros con el motor ln c .K -4 1  a dîstîntas velocîdades, 
controlando el tîem po.
Las cînétîcas se sîguîeron en una primera aproxîm acîdn por recuento de cé lu ­
las enteras y rotas, hasta la aparîcîdn de restos nucleares, tîMîendo con v io le  
ta c ris ta l.
Vdmos a ver los resultados que se obtuvîeron en las dîferentes condîcîones.
V . l . 1 .1 .  -  Homogeneîzador v îd rîo -v îd rîo .(E fec to  de la conce£  
tracîdn s a lîn a ).
Algunos autores consultados a los que nos hemos referîdo en el apartado -  
I I I . 2 . 3 . 1 .  de esta M em o rîa , senalan que aunque las solucîones hîpotdnîcos 
fd c îlîte n  la hom ogeneîzacîdn, es preferîb le  romper las células en medîo îso­
tdnîco o lîgeram ente h îpertdnîco para ev îta r roturas de mîtocondrîas y lîsoso 
mas (3 ,  5 ,17  y 1 0 8 ).
Buffer B I-1 :
Con células CAE "in v iv o "  nosotros ensayamos el buffer isotonico B I-1 (ver 
Tabla 7) y dos pH dîferentes : 7 ,4  y 8 ,5  respectîvam ente. Se tomaron mues 
tras de 5 0 , 100 , 150 y 200 x 10^ cé lu la s /m l. La homogeneîzacîon se hîzo  
a 0 ° C ,  con homogeneîzador v îd rîo -v îd rîo  y m anualm ente.
No se vîo  una d îferencîa  s îgn îfîca tîva  entre los resultados obtenîdos a coda
pH.
Las muestras de densîdad ce lu lar baja (50 x 10^ célu las/m l) y muy al ta (200 x 
10^ célu las/m l) dîeron cambîos bruscos a lo largo de la c în é tîc a . Los résulta 
dos eran poco homogéneos.
Los muestras de 100 y 150 x 10^ célu las/m l sufrîeron el proceso mds lîn e a l-  
m ente. Hasta las 35 emboladas, la cantîdad de células enteras es superior a l 
50%  del to ta l, aunque, a partir de ese momento, los nucleos de las células 
ya rotas aparecen sîn cîtoplasma adherîdo a e llos . A  las 55 emboladas perm a- 
necen enteras del 30 a l 40%  de las células y ,  sîn embargo, se pueden ver ya 
algunos restos nucleares.
Luego la homogeneîzacîdn en estas condîcîones résulta de bajo rendîm îento , 
y es posîble que demasiado en érg îca , por lo que se podrîdn a lte ra r las estru£ 
tu ras polîrrîbosdmîcas de a lto  peso m olecular,
Por otra p a rte , una gran mayorîd de los aîslamîentos de polîrrîbosomas re a lîz a ­
dos a partir de muy dîferentes tejîdos y Imeas celu lares , se hacen hom ogeneî- 
zando en medîo hîpotdnîco tomando las debîdas precaucîones frente a las -  
RNasas que posîblemente se lîberen (1 3 , 6 3 , 64 y 9 6 ).
Buffer BH-1 :
Se ensayaron con buffer BH-1 (Tabla 7) las mîsmas condîcîones que con el 
BI-1 a très tîempos de hîpotonîzacîdn prevîa : 5 ,  7 y 10 mînutos Este ultim o
TABLA -  7 -  BUFFERS uHlîzados en este Trabajo.
I . -  Buffers hipotônicos :
B H - 1 . -  T r is - H C I .........................................  0 ,0 1 0  M  (pH 7 ,5 )
K C I .................................................  0 ,0 1 0  M
M g (C H .C O O )^  ......................... 0 ,0 0 1 5  M
B H -2 . -  T r is - H C I .........................................  0 ,0 2 0  M  (pH 7 ,5 )
K C I .................................................  0 ,0 2 5  M
M g  (C H g C O O )g  ......................  0 ,0 0 2  M
ô  -m ercaptoetanol .................. 0 ,0 0 6  M
I I . -  Buffers iso ton! cos :
B I- 1 . -  T r is - H C I ......................................... 0 ,0 1  M  (pH  7 ,5 )
N a C I ..............................................  0 ,1 4  M
M g C lg  . . . . ' ..................................  0 ,0 2  M
B I - 2 . -  T ris -H C I ......................................  0 ,0 2 0  M  (pH 7 ,5 )
K C I .................................................  0 ,0 2 5  M
M g (C H g C O O ). ......................  0 ,0 0 2  M
Q  -m e rc a p to e ta n o l.................... 0 ,0 0 6  M
Socarosa .......................................  0 ,2 5  M
B I - 3 . -  T r is -H C I ......................................  0 ,0 2  M  (pH 7 ,5 )
K C I ........................... .....................  0 ,1 5  M
M g (C H g C O O ), ......................  0 ,0 0 5  M
0  -m ercaptoetanol    ...............  0 ,0 0 6  M
TABLA -  7 -  (Continuacion)
B I - 4 . -  Trietanolom ina ............................  0 ,0 1  M  (pH 7 ,5 )
K C I ................................................. 0 ,1 5  M
M g  (C H g C O O )g  ......................  0 ,0 1  M
Æ -m ercaptoetanol .................. 0 ,0 0 6  M
I I I . -  Buffer de elevoda fuerza 16nica ;
B I - 5 . -  T ris -H C I ........................................  0 ,0 2 0  M  (pH 7 ,7 )
K C I ............................................ .. 0 ,3 0 0  M
M g (C H g C O O )g  ......................  0 ,0 1 0  M
a  -m ercaptoetanol ...............  0 ,0 0 6  M
tîempo dîô como resuItodo comparatîvo respecto de los otros dos un mayor 
rendîmîento (80%  de células rotas) en menor tîempo (20 emboladas) sîn que 
aparecîesen nucleos danodos.
Estos resultados eran ventajosos tambîén respecto a los obtenîdos con B I-1 , 
por lo que se adoptoron sus condîcîones para estudîar el aîslam îento de p o lî­
somas .
En la fîgura 7 se han representado los perfîles polîrrîbosomîcos obtenîdos a lo 
largo de uno c înétîca de homogeneîzacîdn en B H -1 . Claramente se aprecîa  
una v a rîa c îd n , tanto en la cantîdad de m aterial obten îdo , como en los pesos 
moleculores correspondîentes a ese m ate ria l.
Con 30 emboladas se obtîene un pîco pequeno (0 ,3  u .o . /m l)  correspondîente 
a mondmeros *  , sîn que apenas aparezcon polîrrîbosomas.
Contînuando la homogeneîzacîdn hasta 37 golpes de piston, se obtîene un pî^  
co agudo de 0 ,7 7  u .o . /m l  en e l m dxîmo, y un notable aumento en la zona 
de los polîrrîbosomas con un mdxîmo en la fraccîdn 7 de 0 ,3 9  u .o . /m l .
A  las 40 emboladas, e l pîco de los mondmeros se hace mas ancho y de menor 
olturo (0 ,5 5  u .o . /m l ) ,  lo que puede în d îcaru n o  cîerto m ezcla de partPculas 
de pesos moleculores prdxîmos (dPmeros y mondmeros proboblem ente). En cua£  
to a los polîrrîbosomas, aparecen en cantîdad lîgeram ente mayor que en el co 
so a n te rio r, y con el mdxîmo desplazado a la fraccîdn 4 .
*  Todavîd no se puede determ iner con clorîdad si son solo mondmeros o 
hay tambîén dîmeros. De momento nos referîremos a esa zona como -  
zona de mondmeros sencîl lam ente, para d îstînguîrla del res to en que 
se encuentran los polîsomas de coefîcîentes de sedîmentacîon mayores.
10-
0.9-
0.8-
0,7-
0 ,6 -
E
*= 0.5-1
o
o
CN
^  0 /  
0.3- 
0.2- 
0.1-
rSO
-T—
10
"Tr­
is ~20
_ T ~
25
25
o
u
o
to
-20
^15
N -  f r a  c c îô n  (1  m l)
F IG U R A  7 . -  Perfîles polîsomicos obtenîdos a lo largo de une c înétîca de hom ogeneî- 
zacîon en B H -1 . Células CAE "în v îv o " . Séparacîon de células sanguT- 
neas con gradîente dîscontînuo de Fîcoll (2 0 /2 1 % ) en PBS. Choque h î-  
potonîco de lU mînutos en BH-1 con uno densîdad de 100 x 10® c é lu ­
la s /m l. Hom ogeneîzacîdn manual con émbolo de v îd rîo . El crudo ce lu ­
lar se purîfîca por centrîfugacîon a 650 x g y 10.000 x g y los respectif 
vos spm se sedîmentan a través de gradîentes lîneales de sacarosa del -  
1 5 -3 0 % , 1,5 h a 100.000 x g en rotor A - 147 de ultracentrffuga I . E . C . ,  
modelo B -60 . Se fraccîonon en alTcuotos de 1 ml y se regîstro la D .O .  
a 260 nm y el m dîce de refraccîdn de cada fraccîdn . 30 emboladas 
37 em boladas ; 40 emboladas ; 50 em bo ladce .............
Por u ltim o , con 50 emboladas se obtîene un solo pîco muy ancho (ab ar-  
ca desde la fraccîdn 12 a la 2 1 ) ,  con el mdxîmo en la fraccîdn 16 y de 
0 ,8  u .o , /m l .  Es d e c îr , los polîsomas se han degradado hacîa partfculas  
de pesos moleculores mds bajos, y las bandas del gradîente quedan m ez- 
cladas o solapadas las unas por las otros.
La Tabla 8 nos permîte  comparer las cantîdades relatives de polîsomas y r î ­
bosomas obtenîdos en code punto.
TABLA -  8 -  C înétîca  de homogeneîzacîdn manual en BH-1 
Células CAE "în v îv o " .
Andiîsîs del gradîente lîn e a l. Rotor A - 147
Emboladas Monosomas % Polîsomas %
30 48 ,1 5 1 ,9
37 4 4 ,3 5 5 ,7
40 4 4 ,6 5 5 ,4
50 7 2 ,5 2 7 ,5
Es d e c îr , con 30 emboladas, une parte de los polîrrîbosomas se pîerde en 
las centrîfugacîones d îferencîa  les; es muy posîble que se encuentren en la 
zona cîtopidsmîca mds prdxîma a l nucleo que tîene une mayor densîdad y 
tarda mds en so lub îlîzarse . Por otra p a rte , esta zona présenta una mayor rî- 
quezo rîbosdmîca en comparacîdn con el resto del cîtoplasm a.
^  No se puede pensar en desnoturalîzacîdn, ya que al aumentar el 
numéro de emboladas a 3 7 , aumenta tambîén el de polîsomas.
Con 3 7 -4 0  emboladas se consigue una cantîdad aprecîab le  de polîrrîboso­
mas, aunque con poco d îferencîac îon  segun pesos moleculores. A l contînuar 
la hom ogeneîzacîdn, se ve claram ente una degradacîdn de los polîrrîboso­
mas de pesos moleculores altos a otros mds pequenos.
Tambîén puede suceder que se estén rompîendo ya las es truc tu ras polîrrîbosd­
mîcas desde las 37 o 40 emboladas, o bien se haya lîberado una cantîdad de 
RNasas capaz de degradarlos,
Por otra p a rte , résulta un poco sorprendente tan poco cantîdad de po lîrrîbo ­
somas (sdio un 55%  en el mdxîmo v a lo r). Para ac ia ra r este punto, se ma rca-  
ron los polîpéptîdos nacîentes con 3 y jiC î/m l de h îdro lîzado proteîco [ ï^ c ]  
durante 3 mînutos, înmedîotamente después de avenar las célu las. A  contînua- 
c îd n , se procedîd a la centrîfugacîdn en gradîente de F îc o ll, y se continué co 
mo en los experîmentos anterîores dondo 40 emboladas.
La pel la procedente de la centrîfugacîdn a 650 x g (pel la de células enteras 
y nucleos) tîene un volumen grande, es d e c îr , los restos celulares de gran ta -  
maMo son abondantes. Después de la centrîfugacîdn a 10.000 x g , el sobrena­
dante postmîtocondrîal se d îv îd îd  en dos partes îguales para ser centrîfugado  
en dos gradîentes sîm ultdneam ente.
Los resultados obtenîdos a l fraccîonar los gradîentes, se muestran en las figu­
ras 8 y 9 .  En ambas aparece un pîco agudo de D .O .  con el mdxîmo en la -  
fraccîdn 16, y de 1 ,5 2  y 1 ,20  u .o . /m l  respectîvam ente.
Las subunîdades rîbosdmîcas se encuentran en las fraccîones 2 0 , 21 y 2 2 , que 
dando solapadas en parte por el m aterial de bajo peso m olecu lar, que ha se- 
dîmentado desde la carga del grad îente.
En la zona correspondîente a polîrrîbosomas (fraccîones l a  14 ), se aprecîan  
3 pîcos, de poca a ltu ra  y no muy nftîdam ente separados.
Por otra p a rte , ambos perfîles son perfectam ente superponîbles.
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FIGURAS 8 y 9 . -  Homogenelzoclon manual en BH-1 con émbolo de v i -  
drlo (40 emboladas). Células CAE "in v iv o " . Inmedia 
tamente después de avenar el tumor se do un pu Iso de 
3 minutes con 3 y jiC i/m l de h idro lizado proteico D ^ c l 
manteniendo la mîsma densîdad celu lar que tenîd el -  
tumor (200 x 10® c é lu la s /m l).
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FIGURAS 8 y 9 . -  (Continuacîon)
Se elîm inan las células de la sangre centrîfugando a tra­
vés de gradîente dîscontînuo de F îcoll y se continua co­
mo se ho descrîto en la fîgura 7 ,  dando 40 emboladas. El 
spm se d îv îde  en dos partes îguales y se cen trifu g e , 1,5 ho 
ras a 100.000 x g en rotor A -1 4 7 ,  en dos gradientes linea  
les de socarosa (1 5 -30% ) sîmultdneamente. Los perfiles -  
obtenidos a partir de coda uno de e llos , fraccionandolos 
en alfcuotas de 1 ml y regîstrando la D .O .  y las cpm, son 
los mostrados en estas dos figuras 8 y 9 .
La ac tîv id ad  îsotopîca nos îndîco que se produce una cierta smtesîs de p ro te f-  
nas, justamente en los mdxîmos regîstrados por la D .O . ;  tambîén hay dégrada 
c îo n , aunque en muy pequena cantîdad , de polîrrîbosomas a monosomas, ya -  
que estos ultîmos aparecen marcados.
En la Tabla 9 se muestra la cantîdad re la tîva  de rîbosomas y polîsomas frente
a l to tal rîbosomîco , asf como la ac tîv îd ad  especffîca correspondîente expre- 
3
soda en 10 c p m /u .o .
TABLA - 9 -  Hom ogeneîzacîdn manual en BH-1 (4 0 emboladas)
Células CAE "în v ivo" (Seleccionados a través 
de gradîente de F îcoll)
Andiîsîs del gradîente lîn e a l. Rotor A -1 4 7
Monosomas Polîsomas
Fîgura %
3
10 c p m /u .o . %
3
10 c p m /u .o .
8
9
5 5 ,3
5 4 ,6
0 , 9 2 *  *
0 , 8 7 ^ * *
- - -  —
4 4 ,7
4 5 ,4
■
1 ,42
1 ,7 0
^  El cdiculo se h îzo  sumondo el valor de la absorcîôn a 260 nm de 
cada punto y refîrîendo coda zona (de la fraccîdn 14 a la 20 y
de la 2 a la 14) a l total (fraccîdn 2 a la 2 0 ) , sîn contar las subum
dades.
^  ^  Représenta el 39%  de la actîv îdad  especffîca to ta l.
^  Représenta el 34%  de la actîv îdad  especffîca to ta l.
De e lla  se deduce que hay degradacion o perd Ida de polîrrîbosomas, dado 
el e levado valor que a lcanzan  los rîbosomas respecto del to ta l. Puede ser 
degradacîdn enzîm dtîca o m ecdnîca, ya que la ac tîv îdad  especffîca de los 
monosomas, aunque es muy b a ja , représenta aproxîmadamente el 36%  del 
to ta l. Pero por otro lado , en la parte superior del gradîente queda una gran 
cantîdad de m aterial rad îactîvo  asîmîlado por la célu la  (es d e c îr , son p ro te f- 
nos de bajo peso m o lecu lar), que posîblemente se han desprendîdo de los po­
lîrrîbosomas, cosa que no su cede en las degradacîones mecdnîcas nî enzim d- 
tîcas (104 y 147); luego, ha tenîdo que producîrse después del m arcado, po­
sîblem ente debîda al tîempo que permonecen las células sîn nutrîentes en el 
gradîente de F îco ll (5 y 6 3 ).
Tampoco se puede descartar la posîbîlîdad de que los polîsomas se encuentren 
de alguna manera atrapados en la pel la nuc lear, sobre todo en este caso con- 
creto en el que la mîsma fué grande, tenîendo en cuenta que pueden estar unî­
dos al retfculo endoplasmîco rugoso, y que éste es mas abundante en las projd 
mîdades del nucleo.
Sî comparamos estos resultados con los obtenîdos anterîorm ente en la c înétîca  
para 40 emboladas, vemos que hay una notable d îferencîa  en cuanto a cantî 
dades relatîvas obtenîdas. Esto puede ser debîdo a que la homogeneî zacîon  
manual es poco reproductible por lo mucho que afecton a estos niveles las v a -  
rîacîones debîdas a l operador, aunque no seon apreciables al mîcroscopîo.
Para solucîonar dos de estos problèmes, el del tîempo empleado en la selec­
cîon c e lu la r , y el de la regularîdad de la homogeneî zac îo n , se rea lîzo  un 
aîslam îento a partîr de células separados de las sangufneas por lovodos suce- 
sîvos en PBS a 0 ° C  centrîfugando a 20 x g , 3 mînutos, después del marcado 
y rotas por homogeneî zacîon en el punto 3 del motor K -4 1 . Una c înétîca  prévîa
En este punto se a lcanzan  1.000 rpm aproxîm adam ente.
seguîda opticam ente dîo como tîempo odecuodo en ese punto el de 1 ,5  a 2 
mînutos, montenîendo sîempre la temperatura a 0 ° C .
Los resultados obtenîdos se han representado en las fîguros 10 y 11. En ambos 
gradîentes se pusîeron 17 u .o . /m l  (en 1 ml) del mîsmo sp m * .
Se observa el mîsmo pîco agudo de experîmentos anterîores en la fraccîdn 1 5 , 
correspondîente a monosomas; en la zona de polîrrîbosomas de la fîgura 10 apa 
rece uno de 0 ,5  u .o . /m l ,  en la fraccîdn 10 , y en la fîgura 11 el mdxîmo esta 
en la fraccîdn 5; los demds son menores. Puede ser que la zona de la fraccîdn  
10 haya sufrîdo un deslîzam îento hacîa la posîcîdn 5 en el otro g rad îen te , ya 
que el rotor en el que se hace la centrîfugacîdn no es oscîlan te , sîno de dngu- 
lo f î j o ( 3 1 ) .
En cuanto a la ac tîv îd ad  de smtesîs p ro tem îca , se puede aprecîar un aumento 
con respecto a los experîmentos anterîores. Tambîén nos îndîco una cîerto de­
gradacîdn de los polîsomas. La recopîlacîdn de estos datos en la Tabla 10 , nos 
dard una îdeo mds clora de lo sucedîdo.
TABLA -  10 -  Hom ogeneîzacîdn mecdnîca v îd rîo -v îd rîo  en BH-1
Células CAE "în v îvo" (Seleccîonadas por centrîfuga  
cîdn a 20 X g ) .
Andiîsîs del gradîente lîn e a l. Rotor A -1 4 7
Monosomas Polîsomas
Fîgura % 10^ c p m /u .o . % 10^ c p m /u .o .
10 6 0 ,4 0 ,9 1 3 9 ,6 2 ,3 5
11 6 2 ,8 1 ,1 4 3 7 ,2 1 ,7 6
V a lo r medîo 6 1 , 6 : t l , 2
•K *
1 ,0 3  î  0 ,1 2 3 8 , 4 1 1 , 2 2 , 0 6 -  0 ,3 0
*  spm = sobrenadante postm îtocondrîal. 
^  ^  Représenta el 33%  del to ta l.
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FIGURAS 1 0 y 1 1 Hom ogeneîzacîôn mecdnîca en BH-1 con émbolo de vîdrîo (1 ,5  mînutos o 
1.000 rpm aproxîm adam ente). Células CAE "în v iv o " . Como en el caso -  
descrîto en las figuras 8 y 9 ,  el marcado de polîpéptîdos nacîentes se efejc 
tua înm edîatam ente después de extraer el tumor. Las células rojas se e l î -  
mînan por lavodor su ces î vos en PBS, centrîfugando a pequena ve loc îdad .
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FIGURAS 10 y 1 1 (Contînuocîon)
La purîfîcacîon  de! crudo celu lar se hace como se ho descrîto antes. Am ­
bos gradîentes, e l de la fîgura 10 y el de la 11 , han sîdo cargodos con -  
îgual cantîdad (17  u .o .  en 1 ml) del mîsmo spm, y se centrîfugan sîmultd­
neamente 1 '5  ho ras a 100*000 x g en rotor A -1 4 7  de ultracentrffuga B-60 
de 1. E .C .
Se deduce a partir de e lla  que la degradacîdn debe ser mecdnîca o enzîmd 
t îc a ,  ya que, aunque los monosomas sîguen présentando un 33%  de la 
actîv îd ad  especffîca to ta l, en este caso, el tîempo tronscurrîdo entre  
el avenado de las células y su homogeneî zacîon es aproxîmadamente 
30 mînutos (durante gran parte del perîbdo las células estdn a cero -  
grados), lo que nos perm î te descartar la posîbîlîdad de destruccîôn del 
polîrrîbosomo por motîvos funcîonales.
Es posîble que la dispersion de los datos sea debîda en parte a que -  
el rotor es de dngulo fîjo  (3 1 ) , sobre todo tenîendo en cuenta que es 
el mîsmo spm en ambos gradîentes y que estdn centrîfugados sîmultdnea 
m ente.
Experîmentos posterîores realîzados con estas células y con CAEL "în 
v îvo "  ^  hacen pensar que la degradacîdn estd prîncîpalm ente producîda 
por la hom ogeneîzacîdn, y confirma n asîmîsmo la întroduccîdn de e rro - 
res producîda por el rotor de dngulo f î jo .
La técnîca se m odified oplîcando una homogeneîzacîdn suave (menos tîem  
po y a velocîdad mas pequena), y centrîfugando los gradîentes lîneales -  
en rotor oscîlante S B -110 en ultracentrffuga B-60 de I .E .C .  durante 2 
horas a 110 .00 0  x  g . Los resultados obtenîdos se han representado en las 
figuras 12 , 13 y 14. Q u îzd  sea mds expresîva la tabu lacîdn de los re­
sultados (Tabla 1 1 ), ya que nos permîte comparer cuantîtatîvam ente con 
los datos anterîores.
^  Los células CAEL "în v îvo" nos sîrven de térmîno de com paracîdn, ya 
que por no ser hemorrdgîco el tumor, no es necesarîo someterlos a lovo - 
dos después de ma rear los polîpéptîdos nacîentes.
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FIGURAS 12 y 1 3 , - Homogeneî zacîon meconîco en B H -1 , oplîcando uno fuerza de 
c îz a lla  menor que en el caso de las figuras 10 y 11. Células -  
CAE "în v îv o " . M arcado , como anterîorm ente.
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FIGURAS 12 y 1 3 . -  (Continuacîon)
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Elîm înacîôn de células rojas por lovodos su ces î vos en PBS. 
Spm en gradîente lîneal de socarosa (1 5 -3 0 % ) centrîfuga ri 
do 2 horos a 110 000 x g en rotor S B -110 de u ltro cen trffu - 
go B-60 de I .E .C .
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F IG U RA 1 4 . -  Homogeneî zacîon mecdnîca en BH-1 de îguales caracterfstîcas 
que la ap lîcada a las células CAE de las fîguras 12 y 13. Célu  
las CAEL "în v îv o " . Se sîgue la mîsma técnîca que con las c ^  
lulas CAE excep to el poso de elîm înacîôn de células rojas ya 
que éstas no exîsten en el tumor CAEL.
Observamos/ prîm ero, que hay un cum en to de ribosomes monomérîcos y po - 
lisomos de bcjo peso m eleculor; segundo, su octividod especffica no oum en- 
to en igual proporcîon y respecte a l total expérimenta una disminucion del 
10%; te rcero , la ac tiv id ad  especffica de los polisomas ha aumentado consi- 
derablem ente (aproximadamente 2 veces mds); y cuarto , la desviacion -  
standard es mucho menor. Es d e c ir , se ha producido una pérdida de p o lir r i-  
bosomas en la purificacion  del spm.
TABLA -  11 -  Homogeneizacion mecdnice (v id rio -v id rio ) en BH-1 
(Condiciones suaves)
Analisis del grediente lin e a l. Rotor SB-110
Monosomes Polisomos
Figura Gélules % 10^ c p m /u .o . % 103 c p m /u .o .
12 C A E ’' 6 7 ,2 1 , 2 3 * * 3 2 ,8 4 ,3 6
13 C A E ^ 6 8 ,5 1 /2 7 3 1 ,5 4 ,4 3
14 GAEL 6 5 ,0 3 , 4 0 * * * 3 5 ,0 16,11
V alo r
medio
GAE 6 7 ,9 ± 0 ,7 1 ,2 5 ± 0 ,0 2 3 2 ,2 ± 0 ,7 4 ,4 0 + 0 ,0 4
De todo e llo  deducimos que: realm ente las condiciones de homogeneizacion  
juegan un papel importante en la degradaciôn de polirribosomas a monosomas, 
y concretamente el homogeneizador v id rio -v id rio  produce rotures pol isomi­
cas en estes célules; a le mfnime velocided neceserie pare romper le membra­
ne c e lu le r , no se recogen todos los polirribosomas posiblemente porque queden
^  Seleccionedos por levedos sucesivos a 20 x g . 
Représenta el 22%  del to ta l.
^ ^Représenta el 17% del to ta l.
atrados en la p e lla  nu c lear, como ya hemos d îcho . Con el rotor oscîlante  
se obtienen dotos mas exactes. Por u ltim o , a l obtener resultados muy p are - 
cîdos para CAE y C A EL, queda confîrmada la no desnaturalîzaciôn polîso- 
mîca por fa lta  de nutrîentes.
V . 1 . 1 . 2 . -  Hom ogeneizador v îd r îo -te fIo n . (Buffer B H -2 ).
Con este otro tîpo de homogeneizador se obtuvieron resultados graficomente  
muy d iferentes, También se combio la composicion del buffer hipotonico por 
otro de mayor protecciôn frente a R Nasa s (B H -2 , Tabla 7) y se procedio a -  
isotonizar el crudo con solucion de sacorosa (0 ,2 5  M  concentracion final) -  
inmediatamente después de la hom ogeneizacion, antes de pu ri fi car por centri 
fugaciôn d ife re n c io l. El resto de la té en ica se rea lizo  como en las hom ogenei- 
zaciones anteriores. El gradiente linea l se préparé con el mismo buffer BH-2  
y se centrifugé 2 horos a 25 000 rpm (110 000 x g ), a 4 °C  en rotor S B -110.
El aislam iento se h îzo  a partir de células CAEL "in v ivo " y se ho representado 
en la figura 15. En e lla  se ve un claro aumento de la cantidad y activ idad  iso- 
topica de los polisomos, ql mismo tiempo que se seporan en 4 picos d ife re n c ia -  
dos con cierta n it id e z .
TABLA -  12 -  Hom ogeneizacion mecénica (v id rio -te flo n ) 
en B H -2 . Células CAEL "in v ivo"
Figura
Analisis del gradiente lin e a l. Rotor SB-110
Monosomos Polisomos
%
3
10 c p m /u .o . %
3
10 c p m /u .o .
15 5 9 ,0 2 ,5 6 4 1 ,0 4 ,8 4
Comparando los va lores relatives de la tabla 12 con los de CAEL en la 11 
vamos que realm ente se produce un aumento en la cantidad de polisomas.
En este caso la elevada ac tiv id ad  especffica de los monosomos (34%  del 
to ta l) se debe mas bien a que e l gradiente se cargo con un exceso de mate­
ria l y los ribosomas no se seporan suficientem ente de las protefnas de bo jo 
peso m olecular que quedan norma I men te en la superficie (como se puede ver 
en la Figura 15).
V . 1 . 1 . 3 . -A n a lis is  del sobrenodonte postm itocondrial.
Es posible que algunos nucleos se rom pan durante la hom ogeneizacion.El con­
trol de la consiguiente im purificacion por D N A  del sobrenodonte postmitocon­
d ria l se ha realizado  por volorocion segun dos métodos; el de Schmidt-Thonnhousser 
(126) y el de determ inaciôn colorim étrica cuontîtotiva de desoxirrîboso de Dische 
(3 9 ) ,  modi fi cado por Burton (2 6 ).
Am bos dieron negativo , lo que indice que no ho y D N A  por encimo de los n i­
velés opreciobles por estas técn icas, que son de 3o 5 ^ g  de D N A  por m l.
La volorocion de protefnas se llevô a cabo siguiendo el método colorîm étrico  
de Lowry (8 5 ).
El RNA se determ ine por el método de Schmidt-Thonnhousser y por volorocion  
cuontitotivo colorim étrica siguiendo la reocciôn con o rc in o l, método este u lt i­
mo bosodo en la reoccioh de B io l, (12) a do p todo por Mejboum (8 9 ).
Los resultados obtenidos a partir de 10 sobrenodontes, procedentes de otros -  
tontos homogenodos de 40 x 10^ cé lu lo s /m l, fueron :
RNA Protefnas D N A
( p -g /m l) (M g /m l)  (M s /m l)
3 0 0 -  10 1 .3 0 0 -  12
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F IG U R A  1 5 . -  Hom ogeneizacion mecanica en B H -2 . Embolo de te flo n . Células  
CAEL "in v iv o " . Después de homogeneizar se isotoniza el medio 
anadiendo solucion concentrada de sacorosa ha s ta concentracion  
fin a l de 0 ,25  M .  La purificacion del crudo se ha ce también por -  
centrifugocion froccionada; el spm se centrifuge a través de gra­
d iente lineal de sacorosa de 15 -30%  (preporodo en el mismo buffer 
del aislam iento) 2 horos a 110.000 x g en rotor SB -110,
&tos datos confirman lo observa do a I microscopio respecto a la no rotura 
de nucleos. Por otra p a rte , la presencia de mîtocondrîas harfa que los v a -  
lores de RNA y protemas hallados fuesen mucho mas a ltos.
V . I . 2 . -  Detergente no io n ic o .
Se han rea lîzado  numerosos estudios sobre la accion de los detergentes îo n î-  
cos y no I on I cos en los polirribosomas, tan to en su aspecto estructural, como 
funcional (1 7 , 4 8 , 64  y 9 9 ).
En ellos se ha visto una clara in fluencia  de la fuerza ionica (48) del buffer en 
el que se haga la lisis, asf como del pH; ambos fdctores potencian la capacidad  
del detergente de liberar los polisomas del retfculo endoplasmico rugoso.
Nosotros estudiamos este fenomeno en nuestras células con dos va lores de f u ^  
za io n ic a , usando Triton X -1 0 0  en dos concentraciones finales: 0 ,1  y 0 ,5 % .
V ,  1 . 2 . 1 . -  Fuerza ionica b a ja ,
Células CAEL "in v ivo "  lavadas y marcadas con hidro lizado protefco
como anterio rm ente , se suspende en B I-2  (Tabla 7) hasta a lcanzar 50 x 10^
_2
c é lu la s /m l, y se anade un volumen 10 veces de Triton X -1 0 0  a l 10% ^
(0 ,1 %  concentracion f in a l) .
En barto de h ie lo  y pipetando suavemente, se dejo actual el detergente du­
rante 10 minutos.
*  La solucion de Triton X -1 0 0  a I 10% se prépara en un buffer de 
igual composicion que el B I-2  excepto la sacarosa y el ^ -m e rc a £  
to e ta n o l, que no los contiene.
En ese tîempo se tomaron pequePias muestras para ser observadas a l micros­
cop ic , El citoplasma tarda en solubilizarse to ta lm ente, quedando en parte  
adherîdo al nucleo .
Tras una sola centrifugacion a 700 x g de 5 minutos, se coloco 1 ml del cru­
do sobre un gradiente lineal de sacarosa preparado también en el buffer de 
la lisis. El perfil de sedimentacion obtenido se ha representado en la figura 
16. Los polirribosomas son muy escosos, aunque presentan una buena a c t iv i­
dad de smtesis. Hay degradaciôn, probablemente e n z im atica , de los p o lirr i­
bosomas a monosomas.
Un aumento de la concentracion de Triton X -1 0 0  (0 ,5 %  final) conduce a una 
lisis inm ediata de la membrana citoplasm ica, asf como a una mejor s o lu b ili-  
zacion del citoplasma en genera l, viéndose los nucleos totalm ente libres de 
é l .  kl perfil obtenido se muestra en la figura 17. Se sigue observando una 
întensa degradaciôn en z im atica . Los polisomas son mds numerosos, a p arec ie n -  
do un pico de D .O .  en la fraccidn 18 que corresponde a dfmeros o a trfmeros. 
A  este pîco le corresponde otro de rad iac tiv îd o d . En la figura 16 no se ap re - 
cia  el de D .O .  a esa a ltu ra , sin embargo, esta perfectamente de fi ni do el de 
activ id ad  i so top ica lo que indice la existencia de esos polisomas de bajo coe- 
fi ci ente de sedim entacion, y que su banda esta solapada con la de monomères f
La rad iactiv idad  m anifiesta , apareciendo en bandas perfectamente defin idas, 
una intense biosmtesis. Lôgicam ente, los picos de activ id ad  se corresponden 
con los de D . O . , aunque éstos son menos nftidos.
Aumentando la intensidad del tratam iento ITtico con une pequePia homogenei­
zacion (3 golpes de piston de teflon) a continuocion del Triton X -1 0 0  0 ,5 % ,
^  Este efecto se ho tenido en cuento en el calcu le  de la ac tiv idad  espe- 
cffice  (Tabla 13 ), ya que se repi te en otros aislam ientos.
1.5i
r2.6
1.3-
^ 2 .2
0.7-
H .8
h l.60,6-
S 0.5-
CN
H . 2
rO .80.3- \ /
0 ,2 -
0.1-
- 0,2
- 0
N -  fraccîôn (1 m l)
E
CL
Ü
CO
FIG U R A  1 6 . -  Perfîl polîsomîco obtenido a partir de células CAEL "in v iv o " , lise- 
dos con 0 ,1 %  de Triton X -1 0 0  en buffer B I-2  (fuerza ionica b a ja ). 
El sobrenadante de 700 x g se coloca sobre un gradiente lineal de 
sacarosa y se centrifuge 2 ho ras a 110.000 x g en rotor S B -110. -  
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F IG URA 1 7 , -  Perfil polîsomîco obtenido o partir de células CAEL "in v iv o " , 
Iisodas con 0 ,5 %  de Triton X -1 0 0  en B I-2 . La técnîca seguida 
es la misma que se u tiliz e  en la Figura 16.
se obtîene el perfil mostrado en la figura 18 , muy parecido a los anteriores. 
Hay degradaciôn de polisomas, activ idad  de smtesis, los dfmeros activos (frac  
ciones 13 a 17) es tan solapados con los monômeros (fracciones 17 a 2 2 ) , y se 
puede aprecior un pico en la fracciôn 23 debido a subunidades.
TABLA -  13 -  C inética  de lisis con Triton X -1 0 0  en B I-2 . 
Células CAEL "in v iv o " .
1
Analisis del gradiente lineal de sacorosa.
1
Triton  
X -1 0 0  (% )
Monosomas Dfmeros Polisomas
%
3
10 c p m /u .o . %
3
10 c p m /u .o . %
3
10 c p m /u .o .
0 ,1 7 8 ,1 2 ,9 5 1 3 ,6 6 ,3 4 8 ,3 3 0 ,6 0
0 ,5 6 7 ,3 2 , 8 4 * ^ 1 2 ,5 7 ,1 5 2 0 ,2 2 6 ,7 8
0 ,5  y 3
golpes cfe piston
5 4 ,5 4 ,8 8 * * ) ^ 2 1 ,5 9 ,2 6 2 4 ,0 2 0 ,1 2
^  Représenta el 7 ,4 %  del total de la ac tiv idad  registrada.
*  ^  Représenta el 7 ,7 % .
M ^  Représenta el 1 4 ,2 % .
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FIG URA 1 8 . -  L Î S Î S  con 0 ,5 %  de Triton X -1 0 0  y 3 golpes de piston de 
teflon en buffer B I-2 . Células GAEL "in v iv o " . T e c n i-  
ca de aislam iento igual a la de la Figura 16.
TABLA -  14 -  C inética  de lisis con Triton X -1 0 0  en B I-2 .  
Células CAEL "in v ivo"
Rendimiento ribosomico (u . o . / lO ^  células)
T ri ton X - 100 Triton X -1 0 0 Triton X -1 0 0
0 ,1 % 0 ,5 % 0 ,5 %  y 3 embolados.
7 ,7 7 ,4 7 ,7
En la Tabla 13 se resumen los va lores relatives al total ribosomico de mono­
somas, dfmeros y polisomas, asf como la ac tiv id ad  especffica de las très zonas; 
en la 14 , hemos recogîdo los rendîmientos de coda sistemo expresodos en u ,o .
debidos a ribosomas en general (tanto polisomas como monosomas), y m -R N A  
8
por coda 10 células de p a rtid a .
Vemos en la Tabla 13 que la cantidad de polisomas recogidos aumenta consi-
derablem ente al hacer mds enérgica la lisis (pasa de 8 ,3 %  con 0 ,1 %  de Triton
X -1 0 0  a 2 4 ,0 %  con Triton X -1 0 0  a l 0 ,5 %  y homogeneizacion suave). Por otra
porte , a degradaciôn enzim atica de los polisomas a ribosomas ma rca dos con 
rT 4  “ 1
I C_ aumento también en el mismo sentido, siendo casî igual para ambas 
concentraciones de Triton X -1 0 0  (en los monosomas se encuentra el 7 ,4  y 
7 ,7 %  de la ac tiv id ad  total respectivamente) y el doble (1 4 ,2 % ) a l disolver 
con émbolo de te flo n .
Comparando estos dotos con los obtenidos al homogeneizar en B H -1 , vemos 
que la degradaciôn es mucho menor cuondo se empleo Triton X -1 0 0  (los mono­
somas contienen del 7 a l 14% de la a c tiv id a d ).
Si en el tercer sistema (Triton X -1 0 0  al 0 ,5 %  y 3 golpes de piston) se han 
obtenido mas polirribosomas, y la degradaciôn ha sido también m ayor, quie 
re decir que en los otros dos los polirribosomas se han perdido en la p u rifi­
cacion froccionada del crudo ce lu lo r, probloblemente arrastrodos por los -  
nucleos en su sedim entacion. En controposiciôn con esta deducciôn, vemos 
que los rendimientos de los très sistemos (Tabla 14) son iguales.
V .  1 . 2 . 2 . -  Fuerza ionica a lto .
Usando el buffer B I-3  (Tabla 7 ) ,  îsotônico y de fuerza ionica mayor que el 
anterior (B I-2 ) ,  en un proceso totalm ente paralelo  al seguido con B I-2 ,  se 
obtienen los resultados que se muestra n a continuocion.
En la figura 19 se ha representado el perfil de sedimentacion obtenido a par­
tir  de células CAEL "in v iv o " , lisodas con Triton X -1 0 0  al 0 ,1 %  (concentra­
cion f in a l) .  La absorciôn a 260 nm registra una cantidad oprecioble de p o li­
rribosomas distribuidos en 4 ô 5 zonas; dos poco seporodas : de la fracciôn 1 
a la 5 ,  y de la 5 a la 9; y très claram ente diferenciables ; de la 9 a la 11 , 
de la 11 a la 13 , y de ésta a la 15. A  continuaciôn se en eu entran los dfmeros, 
qunque solapados por la banda de monosomas. Esta, présenta su môximo en la 
fracciôn 20 y es de 1 ,9  u . o . / m l . ,  y un hombro en las fracciones 21 y 2 2 .
La rad iactiv idad  indica una g ran a c tiv id a d , incluso de los dfmeros, correspon- 
diendo el m ôximo, por parte de los polisomas, a los de 6 o 7 unîdodes (fra c ­
ciones 5 a 9 ) .  Se produce degradaciôn a monosomas.
Con una concentraciôn final de detergente del 0 ,5 % ,  se obtienen resultados 
porecidos (figura 2 0 ) . En este caso se froccionô el gradiente en alfcuotas de 
0 ,5  ml para d iferen c iar mejor las bandas. A s f, se distinguen 4 ô 5 bandas en 
la zona de los polirribosomas (fracciones 2 a 3 1 ) , a continuaciôn el pico de 
los dfmeros, poco separodo de el de los monosomas, y uno menor en las frac^ 
ciones 44 a 4 8 , que corresponde a l hombro a parecido en la misma zona en el
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F IG URA 1 9 , -  Perfil polisomico obtenido a partir de células CAEL "in v ivo " lisa- 
das con 0 ,1 %  de Triton X -1 0 0  en buffer B I-3  de fuerza ionica ma­
yor que e l anterior (B I-2 ) .  Tecnico de aislam iento igual a la u tili- 
zada en la Figura 16.
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FIGURA 2 0 . -  LÎSÎS con 0 ,5 %  de Trîton X -1 0 0  en B I-3 . Células CAEL "în v îvo"  
Fraccîones de 0 ,5  ml para aumentar la resolucîon. Se u t îl îz a  la 
técnîca de aîslam îento descrîta en la Fîgura 16.
experîmento an terio r, Esto indica la existencia de partfculas de c o e fic ie n -  
tes de sedimentacion muy proximos, y por ta n to ,d ific iIm e n te  separabies.
La ac tiv id ad  de smtesis también es considerable, y el maximo lo siguen pre 
sen ta ndo los hexdmeros o heptdmeros.
A l disolver el citoplasma con ayudo del homogeneizador de teflon (3 golpes 
de p iston), se intensifica extroordinoriomente la degradaciôn de los polisomas 
(figura 2 1 ).
TABLA -  15 -  C inética  de lisis con Triton X -1 0 0  en B I-3 .  
Células CAEL "in v iv o " .
Analisis del gradiente lineal de sacarosa.
T ri ton 
X -1 0 0  (%)
Monosomas Dfmeros Polisomas
%
3
10 c p m /u .o . %
3
10 c p m /u .o . %
3
10 c p m /u .o .
0 ,1 6 2 ,0 2 ,5 1 ^ 9 ,3 7 ,7 7 2 8 ,8 1 6 ,6 6
0 ,5 6 5 ,2 1 , 9 M ^ 1 0 ,5 4 ,2 9 2 4 ,3 1 1 ,2 6
• 0 ,5  y 3
golpes ds piston
5 1 ,7 5 ,6 8 9 ,7 1 1 ,4 5 3 8 ,6 14,71
*  Représenta el 9 ,3 %  del total de la a c tiv id a d .
Représenta el 1 0 ,9 %  del total de la a c tiv id a d . 
^Représenta el 17 ,8 %  del total de la a c tiv id a d .
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FIG URA 2 1 , -  Lisis de células CAEL "in v ivo" con Triton X -1 0 0  a l 0 ,5 %  y très 
golpes de piston de te flo n . Buffer B I-3 . La misma tecnica em ple£  
da en la Figura 16.
Las cantidades relatîvas de polisomas aislados con coda concentracion de 
detergente , son prdcticam ente las mismas (Tabla 15); la distribucion en mo­
nôme ros, dfmeros y polirribosomas es igual en ambos casos. La disolucîôn  
con e l embolo de teflon favorece el desprendimiento de polisomas, sin que 
oumente la cantidad re la ti va de monômeros (incluso dism inuye).
Estos datos uni dos a los de la Tabla 16 nos indican claram ente que el detergen­
te por si solo a esas concentraciones no es capaz de desprender totalm ente los 
polisomas, o de impedir que sean arrastrados por los nucleos, incluso en esta 
fuerza iônica mayor.
TABLA -  16 -
1
C inética  de lisis con Triton X -1 0 0  en B I-3 .  
Células CAEL "in v iv o " .
g
Rendimiento rîbosômico ( u .o . / lO  células)
Triton X -1 0 0 Triton X -1 0 0 Triton X -1 0 0
0 ,1 % 0 ,5 % 0 ,5 %  y 3 embolados
1 1 ,5 1 2 ,6 1 7 ,2
Las actividades especfficas registradas en la Tabla 15 indican que la degrada­
ciôn aumenta con la intensidad del tratam iento. También aquf éstas son muy 
parecidas con ambas concentraciones de detergente, y aumentan notoriam en- 
te a l homogeneizar (la  ac tiv idad  de los monosomas es aproximadamente a l 10%  
del total con Triton X -1 0 0  a l 0 ,1 %  y 0 ,5 %  y sube a l 18% con 3 golpes de p is - 
tô n ).
La comparaciôn de estos resultados con los obtenidos en la lisis en buffer de
fuerza ionîca b a ja , B I-2 , que se resume en la Tabla 17 , nos Neva a în te re -  
santes conclusîones :
a) Para una concentraciôn baja de detergente (0 ,1 % ) el aumento de la 
fuerza iônica produce un incremento de mas de 3 veces en el rendimiento de -  
polisomas, aunque su activ id ad  especffica disminuye; se da una disminuciôn en 
el numéro de monosomas y en el de dfmeros, manteniendo una activ idad  p are -  
cîda en el caso de los monosomas, y duplicôndose en el de los dfmeros.
b) Con 0 ,5 %  de Tri tôn X -1 0 0 ,  la cantidad de polisomas, asf como la 
distribuciôn en pesos moleculares del resto del con junto ribosômico oislado es 
muy sim ilar en ambas fuerzas iônicas. La degradaciôn producida es ligeram en- 
te mayor en fuerza iônica a l ta ,  y la ac tiv idad  especffica de los polirribosomas 
menor.
c) Cuando se fuerza la so lub ilizaciôn  del detergente al 0 ,5 %  con el 
pistôn de te flo n , se produce con fuerza iônica a lta ,  un aumento de la cantidad  
de polisomas obtenidos. La ac tiv id ad  especffica de éstos sigue siendo menor que 
en fuerza iônica b a ja . Los dfmeros disminuyen a la mitad en fuerza iônica a lta ,  
présenta ndo, sin embargo, una ac tiv id ad  mayor. Y  los monosomas se mantienen 
prôcticamente inalterados.
V .  1 . 3 . -  Analisis com parative de ambos métodos de lisis.
En la Tabla 18 , se han reunido los resultados obtenidos con los dos sistemos de 
lisis estudiados, hom ogeneizaciôn y lisis qufm ica, aplicados a células CAEL.
Las condiciones de centrifugaciôn son las mismas en todos los experimentos, por 
lo cual sus respuestas se pueden comparer unas con otros, y determiner las v e n -  
tajas e inconvenientes de un sistemo de lisis frente al o tro .
Asfmismo, podemos estudiar la in fluencia  de la fuerza iônica y de la concen­
traciôn de detergente en el perfil polisômico y en el rendimiento ribosômico.
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El rendim iento global mds elevado (1 7 ,2  u .o . / lO  células) es e l que se ob tîe ­
ne con 0 ,5 %  de Trîton X -1 0 0  en fuerza iônica a lta  (150 : 5 ) ,  ayudando a so- 
lu b iliza r las membranes con el émbolo de te flo n . En estas condiciones expéri­
mentales se obtiene también la maxime cantidad de polisomas (3 8 ,6 % ).
El porcentaje de activ idad  isotôpica mostrado por los monosomas correspondien- 
tes, es e l mas a lto  después del que presentan los obtenidos por homogeneizaciôn  
en buffer de fuerza iônica in term edia.
O tro  sistemo en e l que se obtiene buena recuperaciôn, es el tratado con 0 ,5 %  
de Triton X -1 0 0  en soluciôn 150 ; 5 ,  sin homogenei zaciôn posterior. Sin embar­
go , la cantidad de polisomas es pequeMa (2 4 ,3 % ) , siendo la mayor parte mono­
somas (6 5 ,7 % ) .
Une recuperaciôn parecido muestra la homogeneizaciôn en buffer de fuerza iô n i­
ca interm edia (25 : 2 ) ,  El perfil es rico en polisomas y con buena activ id ad  en 
éstos. La desnaturalîzaciôn es grande, ya que los monosomas poseen el 2 7 ,2 %  
de todo la ac tiv id ad  registrada, aunque esto puede ser un ortefocto del gradieri 
te ; e l sobrenadante postmitocondrial contenîendo los polisomas y restes protefcos 
marcodos, se coloca sobre el gradiente lineal de sacarosa. En casi todos los ca­
sos parte de la rad iactiv idad  ligada a protemas de bajo peso m olecu lar, conta­
mina la banda de los monosomas, en mayor o menor m edida, y se puede tomar 
como procedente de la degradaciôn de polirribosomas. Es necesaria una p u r îf i-  
caciôn mas întensa de los ribosomas y polirribosomas, o b ie n , medir la activ idad  
isotôpica de esa zona del g rad ien te , précip ita  ndo las macromoléculas (R N A  y 
protemas ligadas a l rîbosoma) con T C A .
Teniendo todo ésto en cuenta , y que el resto del perfil polisômico es de los me 
jores, ya que tiene e l mmimo de monosomas, maximo de dfmeros (o polisomas 
lîgeros) y una g ran cantidad de polisomas, podemos pensa r que es el sistema de 
mejores resultados. Por otro p a rte , tiene la ventaja de perm itir d iferenciar en­
tre polisomas libres y unidos a membra nas, ya que no in terviene el detergente -  
en la lisis c e lu la r.
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Con lo visto hasta ahora todavfa no podemos decidirnos por uno u otro siste­
m a, ya que nos fa lta  comprobar si los polisomas se pierden en las p u rif ic a -  
ciones del crudo, o son realm ente degradados a monosomas por efecto de las 
fuerzas de c iz a lla  o de acciones enzim dticas.
Para ac la ra r un poco este punto, se h izo un estudio del contenido polisomico 
de las pel las résultantes en la purificacion  del crudo.
V . 2 . -  ESTUDIO de las PELLAS NUCLEAR y M IT O C O N D R IA L .
Como hemos ido viendo a lo largo de esta exposicion, existe la posibilidad de 
que parte de los polisomas ligados a membra nas permanezcan unidos a estas aun 
después del tratam iento con Triton X -1 0 0 . La zona del citoplasma proxi ma al 
nucleo es la mas de nsa y la mds rica en retfculo endoplasmico rugoso; es muy 
probable que la mayor parte de este retfculo permanezca unido a los nucleos, 
y sedimente junto con ellos en la purificacion  d iferencio l previa a l frocciona- 
miento en gradiente de sacarosa.
Por otra p arte , en la centrifugaciôn a 10 .0 0 0  x g podrian sedimentar polisomas 
de elevado peso m olecular (si existiesen en esas cé lu las), o los unidos a membra 
nas a l mismo tiempo que las mitocondrias y pasar desapercibidos.
Estas dudas fueron motivo de que se estudiasen ambas pel las con deten im iento .
Los polisomas que permanecen unidos a la pe lla  nuclear (700 x g) no se pue­
den liberar tratôndola con cual qui era de las soluciones sali nas ya empleadas 
(B I-2  y B I-3 ) .  Para e llo  es necesario una mayor fuerza iônica (4 8 ) ,  siendo in -  
necesaria en este caso la presencia del detergente. ,
En cuanto a los que posiblemente sedimenten junto con las m itocondrias, una 
simple reextracciôn a partir de la p e lla  sera suficiente para a is lorlos, ya que
no estan unidos a e llo s . Se sîguîô este proceso u t ilîz o ndo también el mismo 
buffer de elevada fuerza Ionica que se empleo en el tratam iento de la pe lla  
n u c lear, el B l-5  de la Tabla 7 .
V . 2 . 1 . -  Pella nuclear (700 x g ).
El estudio se hîzo partiendo de células ER G AN  cultivadas en monocapa; fueron 
marcadas con soluciôn de h idro lizado protefco de 3 y ji C i/m l en una -
suspensiôn con una densidad ce lu lar de 25 x 1 0 ^ /m l. Este puiso fué insuficiente  
para los cal eu los de rad iac tiv id ad , pero la D .O .  registrada proporcionô los da 
tos necesarios.
Las células se lisaron con 0 ,5 %  de Triton X -1 0 0  en buffer B l - 3 *  . La pe lla  de 
700 X g se resuspendiô en B l-5  y se dejô 5 minutos a 0 ° C .  Se centrifugé de nue- 
vo a 700 X g y ambos sobrenodontes, el postnuclear y el de B l-5 ,  se colocoron 
sobre gradîentes lineales de sacarosa (preparados en B I-3 ) para ser frocclonados 
como en experimentos anteriores.
Los resultados obtenidos se han representado en las Figuras 22 y 2 3 .
El sobrenadante postnuclear (figura 22) présenta un gran pico de monosomas con 
el maximo en la fracciôn 20 de 2 ,4  u .o . /m l .  Los dfmeros quedan solapados por 
los monômeros y aparecen con bastanfe clarîdad los picos de los trfmeros, tetra  
meros, pen ta me ros, e t c . , siendo los de 5 y 6 unidades los mayores.
La ac tiv id ad  de sfntesis parece muy b a ja , pero es debido a que el marcado de 
las células "in v itro "  debe ser mas intenso (de airededor de 3 0 jJ^ C i/m l), como 
hemos comprobado en experimentos posteriores.
Se e lig iô  este sistema de lisis porque proporciona va lores medios (Tabla 18)
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F IG U RA 2 2 . -  Estudîo de la p e lla  nuclear ( 700 x g ). Perfil polîsomîco presentado 
por el sobrenadante de 700 x g de células ER G AN lîsadas con -  
Trîton X -1 0 0  a l 0 ,5 %  en B I-3 .
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FIG URA 2 3 . -  Perfil obtenido después de centrifuger 2 horos c 110,000 x g 
en rotor S B -110 , en gradiente linea l de sacarosa (1 5 -3 0 % ),  
el lavado que se ha ce con buffer de a lta  fuerza iônica (B l-5 ) 
a la pe lla  nuclear (700 x g) del aislam iento polisômico mos­
trado en la Figura 2 2 .
En cuanto a l lavado de la pel la nuclear con solucîon salîna de mayor 
concentracîôn (figura 23) obtenemos un pîco de monosomas con e l md)d 
mo en las fracciones 19 y 20 de 0 ,5 5  u .o . /m l .
Entre k  polirrîbosomas el mdxîmo se encuentra en la fraccîon 5 ,  c o rr^
pondiente a heptâmeros (figura 2 3 ).
Se puede deducîr que realm enle quedan algunos polîsomas unîdos a los
nûcleos, a quelles de mayor peso m olecular.
TAB LA-19 — A ctîv id ad  ri bosom ica en el sobrenadante de 700 x g y en su 
pel la . C élu las ERG AN lisadas con Triton X -1 0 0  0 ,5  %  en 
B I-3
Analîsis del grodlente de sa cores a
Sobrenadante
Monosomas Dimeros Polîsomas
%
3
10 c p m /u .o . %
3
10 c p m /u .o . %
3
10 c p m /u .o .
Postnuclear 
(700 X g ) 5 8 ,7 1 ,4 3 1 1 ,9 1 ,29 2 9 ,4 1 ,5 8
Lavado de le
pel la 
700 X g -
3 6 ,6 1 ,4 7 9 ,3 1 ,82 5 4 ,1 1,81
Del total robisômîco présente en el sobrenadante postnuclear, el 2 9 ,4  %  
esta en forma de polîsomas (tab la  19), Si consîderamos ta mb i en los rîbo  
somos sépara dos en el bvodo  de los nucleos, résulta ser un 2 0 ,5  % ,  y 
el porcentaje de polîsomas que permanecîdn ligados a la pel la es del —  
1 6 ,5  %  (tab la  2 0 ) .
En resumen, la lîsîs con Triton X -1 ()0  a l 0 ,5  %  (concentracîon fin a l) en 
medio îsotonîco (B I-3 ) seguîdo de centrîfugacîôn a 700 x g , extrae el -  
70 %  de los rîbosomas del citoplasma celu lor; e l 30 %  restante permane 
ce unîdo a los nucleos. De ese 70 % ,  un 29 %  esta en forma de poH  *
somas (tab la  19) de 5 a 6 unîdades princ îpalm ente , y el 59 %  son mono 
somos. Del 30 %  ligado a los nucleos, el 54 %  son polîsomas de 7 um 
dades sobre todo (tab la  19) y e l 37 %  son monomeros.
Es d e c îr , los polîsomas de a lto  peso m olecular son mds abondantes en las 
proxîmîdades del nucleo y se séparan con mds d îfîc u lta d , proboblemsnte 
por encontrorse lîgodos a membra nos. En el resto de I cîtoplasma abundan  
los rîbosomas monomérîcos.
Los rendîmîentos de coda extroccîdn (consîderodos por seporodo) fueron muy 
elevodos:
g
4 1 ,0  u .o . / lO  células en la prim era.
8
1 7 ,9  u .o . / lO  células en la segunda.
TABLA-2 0  -  %  de rîbosomas arrastrados con los nucleos durante 
la p u rîfîcac îd n . Células ERG AN 11 sodas con 0 ,5 %  
de Triton X -1 0 0  en B I-3
Sobrenadante
postnuclear
Monosomas DTmeros Polîsomas Total rîbosdmîco
4 0 ,9  % 8 ,2  % 2 0 ,5  % 6 9 ,6  %
Lavado p e lla  
700 X g con Bl-5 11,1  % 2 ,8  % 1 6 ,5  % 3 0 ,4  %
Total en la 
celu la 5 2 ,0  % 11 ,0  % 3 7 ,0  % 100 %
Estos resultados îndîcan que el 0 ,5  %  de Triton X -1 0 0  en B I-3  (re lacîon  
mM entre cotîones 150:5) no es copaz de lîberor la to talîdad de los po­
lîsomas; quedan unîdos a los nucleos porte de los polîsomas de 7 unîdades, 
por consîguîente no obtenemos un perfîl totolm ente representotîvo. Por -  
otra p o rte , no nos permîte dîstînguîr entre polîsomas libres y lîgodos a -  
membronos.
Vomos a ver los resultados de la homogeneîzacîdn seguîda de una p u r îf î-  
cacîdn mds întensa en la p e lla  m îtocondrîa l,
V . 2 . 2 . -  Pella m îtocondrîal (1 0 .0 0 0  x g)
Se estudîô a partir de células CAEL cultîvadas en ^spensîon . Después 
de un puiso de 5 mînutos con h îdro lîzado pro tel co ^  de 30 ^ C î /m l  
en una suspension de 50 x 10 célulos/m l de densîdod, se hîpotonîzon *■ 
durante 10 mînutos en BH-1 y se homogeneîzon con émbolo de te flo n , El 
crudo celu lor se purîfîca  por centrîfugacîôn d îferencîa l a 700 x g , y el 
sobrenadante a 10 ,000  x g , El sobrenadante postmîtocondrîal se Neva a 
B I-4  y se trata con 1 ,0  %  de Triton X -1 0 0  (concentracîôn f in a l) . La -  
p e lla  m îtocondrîal se guarda a -2 0 ^  C hasta el momento de su reextro£  
c îon , El sobrenadante se some te a u ltra centrifuge cl on a trovés de gradîeji 
te discontinue de sacorosa (1 ,6  M /2 ,0  M ) ,  y la pe lla  polîsomîca sedîmeni 
todo se resuspende en B I-4 , Se elîm înan a contînuacîon los agregados -  
înespecfflcos centrîfugando a 3 .0 0 0  x g y el sobrenadante se cofdca so­
bre un grodlente lîneal de sacarosa.
La pe lla  m îtocondrîal se trata con B l-5  y Triton X -1 0 0  al 0 ,5  % ,  se ce£  
trîfuga la solucîon a 3 ,0 0 0  x g a l mîsmo tîempo que los polirrîbosomas 
en solucîon résultantes de la purîfî cacîôn anterîorm ente cl todo y se coloca el 
sobrenadante en un grodlente lîneal de sacarosa, Después de centrifuger 2 ho 
ras a 2 5 ,0 0 0  rpm , se fraccîonan en alTcuotos de 0 ,5  ml para conseguîr ma 
yor résolu c îo n , Los resultados se bon representodo en las figuras 2 4  y 2 5 .
El fraccîonam îento del grodlente del sobrenadante postmîtocondrîal preseri 
ta un gran pîco en las fracciones 27 a la 3 6 , con el môxîmo en la 34 y 
cb 1 ,8  u ,o , /m l  (figura 2 4 ) . Por la densîdod de la zona del grodlente en 
que se holla  s îtuado, se calcula que no corresponde a monosomas puros, 
sîno a una m ezcla de monosomas y dfmeros, El pîco que oporece a su de 
recha en la fraccîon 38 es el de los monomeros puros. En la zona de los 
polîsomas se aprecîan claram ente 5 pîcos bastante bien defînîdos entre los 
que sobresalen los correspond lentes a 5 ,  6 , y 7 unîdades (fracciones 13 , 9 
y 7 respectîvom ente),
En cuanto a la ac tîv id ad  de smtesîs, la presentan mds pronuncîada los 
de a lto  peso m o lecu lar, decrecîendo hacîa los dîmeros y sîendo muy bo 
ja en los monomeros.
El perfîl mostrodo por la solucîon de lavado de la pe lla  m îtocondrîal -  
(figura 25) présenta un pîco de monosomas puros (fraccîon 4 2 ) , tombîén 
de pequePio tamono. Los dîmeros mezclodos en porte con monosomas, -  
son mds numerosos como ocurre en el perfîl del sobrenadante postmîtocon 
d rîo L  En la zona de los polîsomas se aprecîan varîos pîcos bien d îfe -  
rencîados.
La ac tîv id ad  lîgada a ellos sîgue la Im ea determînada por la D .O .
La dîstrîbucîdn de rîbosomas en dîferentes polîmeros es prdctîcam ente îgual 
en ambos gradîentes (tab la 2 1 ).
TABLA"21 -  A o tîv îdad  rîbosdmîco en el sobrenadante de 10 .000 x g y
en su p e lla . Células CAEL "în v itro "  homogeneîzodas en BH-1
AndI îsîs del gradîente lîneal
Sobrenodantes
Monosomas Dîmeros Polîsomas
%
3
10 c p m /u .o . %
3
10 c p m /u .o . %
3
10 c p m /u .o .
spm
(1 0 .0 0 0  X g) 1 1 ,2 1 ,4 8 3 6 ,3 0 ,9 2 5 2 ,5 2 ,2 6
Lavado pella  
10 .0 0 0  X g 1 1 ,0 2 ,3 7 32 ,1 0 ,8 3 5 6 ,9 1 ,3 9
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FIG U R A  2 4 . -  Estudio de la pe lla  m îtocondrîa l. Perfîl polîsomîco del spm de célu  
las CAEL "în v îtro " . Después de ser hîpotonîzados durante 10 m î­
nutos en buffer B H -1 , las células se homogeneîzaron mecdnîcamen 
te con émbolo de te flo n . El crudo se centrîfuga a 700 x g y a 10.000 x g , 
El spm résultante se Neva a buffer B I-4 , se trata con 1 ,0 %  de Trîton -  
X -1 0 0  y se centrîfuga 18 ho ras a 37.000 rpm en rotor A -321  120.000 x g 
a trovés de un gradîente dîscontînuo de sacarosa (1 ,6  M /2 M )  prepara- 
do en B I-4 , Los polîsomas asf sedîmentados se resuspenden en B I-4  y se 
fraccîonan en gradîente lîneal 2 ho ras a 110.000 x g . Fraccîones de -  
0 ,5  m l.
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F IG URA 2 5 . -  Perfîl producîdo a l centrîfugar en gradîente lînea l de sacarosa la 
solucîon résultante de tratar la pella  m îtocondrîal (10 000 x g) 
obtenîda de la Fîgura 2 4 , con 0 ,5 %  de Trîton X -1 0 0  en B l-5 .
TABLA -  22 - %  rîbosdmîco sedîmentado junto con las mîtocondrîas 
Células CAEL "în v îtro "  homogeneîzodas en BH-1
Sobrenadante
Monosomas Dfmeros Polîsomas Total rîbosdmîco
postmîtocondrîal 7 ,9  % 2 5 ,7  % 3 7 ,2  %
. I
7 0 ,8  %
Lavado pella  
1 0 .0 0 0  X g
3 ,2  % 9 ,4  % 1 6 ,6  % 2 9 ,2  %
Total en el
sobrenadante
postnuclear
11,1 % 3 5 ,1  % 5 3 ,8  % 100 ,0  %
En el sobrenadante postmîtocondrîal el 53 %  de los rîbosomas esta en for 
ma de polîrrîbosomas (tab la  2 1 ). El resto son monosomas y dfmeros. La 
actîv îd ad  lîgada.a los polîsomas es aproxîmadamente el 50 %  del to ta l, 
aparecîendo el 30 %  sobre los monosomas, lo que supone una cîerta  de 
gradacîôn de los polîsomas. En el lavado de la p e lla  la destruccîon de 
polîsomas a monosomas es m ayor, ounque en este coso hoy una c îerta  can 
tîdad de amînodcîdos lîbres contamînando la banda de los monosomas, ya 
que este sobrenadante no se purîfîc6 a trovés de gradîente dîscontînuo de 
sacarosa.
Refîrîendo ambos gradîentes al mîsmo numéro de células de p artîd a , vemos 
que en la prîmera ex trac cîon se recogen el 71 %  de los rîbosomas conte 
nîdos en el sobrenadante postnuclear, sedîmentando con las mîtocondrîas 
el 29 %  restante (tabla 2 2 ) . De este 71 % ,  el 37 %  son polîsomas, fre£  
te a l 17 %  encontrado en la extrac cîon de la p e lla  m îtocondrîa l. No -  
aporecen polîsomas de gran peso entre los sedîmentados con las m îtocon­
drîas; el pîco mds îm portonte, después de los dfmeros, es el de los tetrd
meros (fîgura 2 5 ), En el prîmer sobrenadante abundan sobre todo los 
pentdmeros, hexdmeros y heptdmeros (fîgura 2 4 ). Sî habîd mds de a_[ 
to peso m o lecu lar, es posîble que hayan quedado unîdos a los nucleos.
Unîendo estos datos a los obtenîdos en el estudîo de la pella  nuclear 
podemos concluîr:
a) En la pe lla  nuclear quedan aproxîmadamente el 30 %  de los r îb o ^  
mas to ta les , producîéndose una pequena preferencîa por los de 7 -  
unîdades entre todos los polîsomas.
b) En le pella  m îtocondrîal aparece aproxîmadamente el 30 %  de los 
rîbosomas contenîdos en el sobrenadante postnuclear, es d e c îr , un 
20 %  del crudo de p artîd a , sîn que se observe predomînîo de nm  
guno estructura.
c) Después del proceso complete de p u rîfîcac îd n , se obtîene el 50 %  
de los rîbîsomas cîtopidstîcos, con una lîgera pérdîda de partfculas  
de 7 6 mds unîdades.
V . 3 . -  D E G R A D A C IO N  a través del . T IE M P O  de los PO LIR R IB O SO - 
M A S A IS L A D O S .
Se observé que froccîonomîentos reolîzodos a partîr del mîsmo sobrenodan 
te postmîtocondrîal conservado a -2 0 °  C durante cîerto numéro de dîds, 
daban perfîl es de sedîmentacîon dîferentes.
En la fîgura 26 se ha representado este e fee to .
El estudîo cuantîto tîvo  (tab la  23) îndica que a l cabo de 7 dîds hay una 
degradacîôn de polîsomas a dfmeros relatîvom ente întensa. Pero lo que 
se produce en mayor medîdo es una dégénéra cîon de las estructuras, con 
formocîôn de agregados înespecffîcos de coefîcîentes de sedîmentacîon -  
întermedîos entre .los de las estructuras normales. Hay un aumento de -  
subunîdades, y en g en era l, se pîerde la separacîôn nftîda entre las zonas,
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FIGURA 2 6 . - Degenerocion producîdo en los polîsomas, una vez aîslados de la 
c é lu la , a l mantenerlos a -2 0  C . Polîrrîbosomas de células CAE  
"în v iv o " , homogeneîzodas en BH-1 con émbolo de te flo n . Sobre­
nadante postmîtocondrîal (10 000 xg) centrîfugodo en gradîente lj_ 
neol de sacarosa (1 5 -3 0 % ), 2 horos en rotor SB-110 de u ltrocentn  
fugo I .E .C .  a 25 000 rpm (110 000 x g ). Inmedîotomente después 
de o b te n e r lo -----------------; después de 7  dîds montenîdo a -2 0  C _____
Por este motîvo todos los experîmentos se reolizoron con m aterial fresco, 
es d e c îr , înmedîotamente después de conseguîr el sobrenadante postmîto­
co ndrîa l, o la pe lla  rîbosômîca.
Degeneracîon es truc tu ral a través del tîempo de 
TABLA -  23 -  los polîsomas aîslados y montenîdos a -2 0 *  C
Tîempo a 
-2 0 0  C
Monosomas 
(%  u .o )
Dîmeros 
(%  u .o )
Polîsomas 
(%  u .o )
0 dfos 4 2 ,7  +  0 ,9 1 1 ,3  t  1 ,3 4 6 ,0  1  1 ,1
7 dfos 3 4 ,3  t  1 ,5 2 9 ,5  î  1 ,9 3 6 ,2  t  1 ,7
V I . -  A C T IV ID A D  P O L IS O M IC A
En la întroduccîon de esta Mem orîa hemos expuesto los objetîvos perse- 
guîdos a l re a lîza r el trabajo que nos ocupa. Se pueden resumîr en dos 
puntos:
1) Analîsîs de la ac tîv îd ad  polîsomîca en el tumor, consîderodo como co£ 
junto de células cancerosas.
2) Analîsîs de la ac tîv îd ad  rîbosomîca que se produce en la célu la  tumo 
ral en p a rtic u la r, durante la fase S del c îc lo .
Comenzaremos mostrando los polîsomas aîslados a partir del te jîdo  tumo­
ral (CAEL y CAE) en fase logarftm îca de crecîm îento , mantenîdo "în 
tro " , tomando como cu ltîvo  control el de células de embrîon de raton 
(E R G A N ); a contînuacîon , veremos los polîsomas del tejîdo tumoral "în 
v îv o " , por lo que podremos deducîr la în fluencîa  del sîstema de cu ltîvo ; 
y en tercer lugar, observaremos la conducta polîsomîca durante la prîme 
ra parte de la fase ce lu lar de smtesîs de D N A .
Dîstînguîremos, a lo largo del estudîo, entre polîsomas lîbres y unîdos 
a membranes del retfcu lo  endoplasmîco.
V I .  1 . -  CELULAS NORM ALES y CANCEROSAS " IN  V IT R O "
Hasta aquT hemos mostrodo como înfluyen las dîferentes condîcîones de 
aîslam îento de polîsomas ap lî codas a los dos tîpos ce lu lares descrîtos.
Lo hollodo nos llevô a e leg îr como técnîco d e fîn îtîva  la de hornogenej^ 
zacîon con émbolo de teflon en medîo h îpotônîco, purîfîcando el sobre 
nodonte postmîtocondrîal a través de un gradîente dîscontînuo de sacarosa.
Como hemos vîsto en el oportodo V . I . 3 . ,  en el que se compara este pro 
ceso con el de lîsîs qufm îco, se obtîene un perfîl polîsomîco de va lores 
mdxîmos respecte a los polîsomas. Por otra p arte , permîte sépara r poU 
somas lîbres de los unîdos a membranes, usando un gradîente dîscontînuo 
de sacarosa. Este gradîente cumple la doble funcîon de d îferencîar en­
tre ambos tîpos de polîsomas y purîfîcarlos , elîm înando sobre todo una -  
gran parte de los restes pro tel ces morcados, que contamînoban la zona -  
de pequenos coefîcîentes de sedîmentacîon del g rad îen te , y que constîtuîa 
un gran înconvenîente a la hora de Interpreter correctamente los dotes.
Con motîvo del estudîo de la pe lla  m îtocondrîal (apartado V . 2 . 2 ) ,  se 
ensayo la técnîco com pléta; en la fîgura 2 4 , podemos ver que se gone
precision en los ITmîtes de las zonas. Tombîén el fraccîonam îento en -  
alfcuotos de 0 ,5  ml fovorece la resolucîôn del grad îente.
O tra  de las ventajas de esta técnîca es que el sobrenadante postmîtocon
d r îa l,  que se encuentra en medîo h îpotôn îco , se hace îsotonîco rap îd a -
2+
m ente, oumentondo tombîén la can tîdad de M g , lo que îm pîde, en gran 
m edîdo, la destruccîon de los polîrrîbosomas. El gradîente lînea l de sa 
carosa prépara do en el buffer îsotonîco (de fuerzo îônîco medîo y re la -  
cîôn de cotîones 150:10) m antîene mas fîjas en su lugar las bandas, una 
vez  ultra centrîfugodo, por lo que la dîfusîôn entre zonas es menor.
Vdmos a ver cuales son las caracterîstîcas de los polîsomas aîslados de es 
ta m anera, a partîr de células normales y cancerosas, recopîlando la ma 
yor can tîdad posîble de datos.
V I . 1 . 1 . -  Polîsomas totales y lîbres de ERG AN
Para re a lîza r este estudîo se portîô de 30 frascos de Rous sembrodos con
150 .000  cé lu lo s /m l. Se trîpsînîzaron en fase logarftm îca de crecîm îento  
y a contînuacîon se încuboron en medîo R5a con 10 %  de suero de te r -  
nera , un mmîmo de 2 horos y un môxîmo de 3 ,5  horos* en suspensîôn -  
para ev îta r adherencîas celulares a l v îd r îo , consîguîendo al mîsmo tîem ­
po la recuperacîôn de la ac tîv îd ad  func îona l, a lterada con la trîpsînîza  
cîôn .
El aîslam îento de polîrrîbosomas se rea lîzô  como se ho descrîto en M ate  
rîales y Métodos; después de un puIso de 5 mînutos con h îdro lîzado pro 
teîco {2 ^ ^  de 30 ^ C î /m l  a una suspensîôn de 50 x 10^ c é lu lo s /m l.
*  Este tîempo se consîderô sufîcîente a partîr de los datos sumînîstrodos 
por varîos cînétîcas de încubacîôn realîzadas con células en suspen­
sîôn después de trîpsînîzadas; la v îab îlîdad  celu lar se seguîô por re -  
cuento en presencîa de erîtrosîna.
se dîo un choque hîpotonico de 10 mînutos en B H -1 , se hom ogeneîza­
ron durante 1 mînuto y 40 segundos en el punto 3 del motor con homo 
generzodor v îd r îo -te flo n , y se contînuô sîguîendo la técnîca îndîcada -  
para obtener polîsomas totales y lîbres.
Los gredî entes dîscontînuos del sobrenadante postmîtocondrîal trata do con
1 .0  %  de Trîton X -1 0 0 , y del no tro tado, presentaban ospectos morcada 
mente d îferentes.
En el esquemo 6 ,  se han representado ambos. En el tubo del sobrena­
dante no trotado (tubo B) con detergente , se aprecîan una o dos bandas 
(a menudo se funden en una solo an ch a), a l fînal de la fase 1 ,6  M .  -  
Las dos bandas se recogîeron juntas para ser estudîadas en gradîente l î -  . 
neal de sacarosa al mîsmo tîempo que las pel las pol îrrî bosom î cas sedîmen^ 
ta dos en coda tubo, guardandose hasta entonces a -2 0 *  C .
En el fondo de ambos tubos de gradîentes dîscontînuos, se encuentra una 
p ella  translucîda, que se dîsuelve en el B I-4 , una vez retîrado com ple- 
tamente el sobrenadante de sacarosa.
Después de e lîm înar los agregados înespecîTîcos por centrîfugacîôn a
3 .0 0 0  X g , se coloca 1 ml de sobrenadante sobre gradîentes lîneales de 
sacarosa prevîam ente preparados. No sîempre fue posîble ajuster la D .O  
de la carga a 25 ô 30 u .o . /m l ,  ya  que las cantîdades de m aterial obte 
nîdas eran muy variables; por este motîvo el perfîl de sedîm entacîôn se 
ha tomado como dato cuo lîta tîvo  para cada Imea c e lu la r, y ,  como do to 
cuantîto tîvo  coracterfstîco de la Im e a , el valor m e d îo *  de los porcen- 
tojes de coda banda frente a l total rîbosômîco.
En las figuras 27 y 28 se muestra el perfîl de sedîmentacîôn en gradîente  
lîneal de sacarosa, presentado por polîsomas totales y lîbres respectîvameji
* V alo r medîo de 3 ô môs. experîmentos
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2M
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ESQUEAAA 6 . -  Separacîôn de polîsomas lîbres de los unîdos a membranes cîtopids-
m îcas, por medîo de un gradîente dîscontînuo de sacarosa ( 1 ,6  M /2 ,0  M ) 
C entrîfugacîôn  a 120.000 xg durante 18 horas.
A  : spm trata do con Trîton X -1 0 0  
B : spm no trotado con detergente.
Las bandas que aporecen en la înterfose de B corresponden a membranes 
cîtopldsmîcos del retfculo  lîso y rugoso (a estos permonecen unîdos los 
polîsomas). Las pelles del fondo del tubo es ton constîtuîdes por el total 
rîbosdmîco y polîsomîco contenîdo en el spm en el ceso del tubo A ,  y 
en el ceso del tubo B, exclusîvem ente por los polîsomas y rîbosomas no 
unîdos a membranes de retfculo endopidsmîco, ya que los unîdos quedan 
en le în terfese.
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F IG URA 2 7 . -  Rîbosomas cîtopldsmîcos totales de E R G A N , Células homogeneîzadas 
mecdnîcamen te (v îd rîo -te flo n ) en B H -1 . Sobrenadante de 10,000 x g 
tratado con 1 ,0 %  de Trîton X -1 0 0  en B I-4 , centrîfugodo 18 horas a
120.000 X g a través de gradîente dîscontmuo de sacarosa ( 1 ,6 M /2 ,0 M )  
Pella polîsomîca resuspendîda en B I-4  (21 u .o .  en 1 ml) se coloca so­
bre un gradîente lîneal de sacarosa (15 -10% ) y se centrîfuga 2 horas a
110.000 X g en SB-110 de B-60 ( I .E .C . )
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F IG U RA 2 8 . -  Rîbosomas lîbres en el cîtoplasma de células E R G A N . Se a p lîca  la 
técn îca descrîta en la Fîgura 2 7 , excepto el tratam îento con Trîton  
X -1 0 0 . El gradîente lîenal se carga con 17 u .o .  en 1 m l.
te del cîtoplasma de células ER G A N  a l séptîmo dfa de cu ltîvo .
En la fîgura 2 7 , se observa un pîco elevado en las fraccîones 30-42(m d  
xîmo en la 3 5 ) , correspond î en te a los rîbosomas exîstentes lîbres y l îg a -  
dos a membra nas, no por ta dores de polîpéptîdos nocîentes; por la zona -  
del gradîente en que aparecen, pueden ser dfmeros y monomeros solapa- 
dos. No es probable que secnproducto de la rotura de polîrrîbosomas -  
de a lto  peso m olecular causada por manîpulocîones bruscos o poco a d e -  
cuodos, ya que no presentan actîv îdad  îsotôpîca.
A  la derecha aparecen las subunîdades y a la îzquîerda los trfmeros (froc 
cîones 25 a 2 9 ) , tetrameros (maxîmo en fraccîon 2 2 ) , pentameros (m dxî­
mo en la 1 6 ,1 7 ); los de 6 y 7 unîdades suelen aparecer en una banda -  
ancha, que, en este caso, corresponde a las fraccîones 8 a 14 , y a coin 
tînuocîon se encuentron los polîmeros de 8 ,  6 mds, quedondo en las frac  ^
cîones 1 y 2 grandes polîrrîbosomas que al mîcroscopîo electrdnîco pre -  
sen tan aspecto de estar formados por la unîdn de varîos de 7 u 8 unîda­
des.
El perfîl presentado en la fîgura 2 8 , corresponde a los polîrrîbosomas l î ­
bres. Como vemos, este grupo es rîco en rîbosomas monomérîcos y dfme 
ros (ambos aporecen totolm ente unîdos en una solo zona de la fraccîon  
30 a la 4 0 ) , asf como en tetrdmeros (fraccîon 24) y polîsomas de 5 y 6 
unîdades (fraccîones 13 y 19). En los de 4 , 5 y 6 unîdades aparece una 
mayor ac tîv îdad  de sfntesîs pro te îc o . Por otra p arte , es posîble que se -  
hoyo producîdo una lîgera rotura de polîsomas, ya que hay un pîco de ra 
d îac tîv îd ad  en la fraccîon 38 correspondîente a monomeros.
En la tabla 2 4 , se han reunîdo los va lores relotîvos de coda banda respec
to del to ta l, tomandose los datos de obsorcîon a 260 nm en coda fracc îon .
Tombîén se ha cal cul ado la ac tîv îdad  especffîca de coda banda expresan- 
3
dose en 10 c p m /u .o .
Sî tenemos en cuento: a) que el aîslam îento de polîsomas se ha hecho -
partîendo de una mîsmo suspensîôn ce lu lar; b) que de la mîtad del spm
TABLA -  24 -  Polîsomas totales y lîbres de Células ERG AN
Analîsîs del gradîente lîneal de sacarosa
Bandas
Polîsomas totales Polîsomas lîbres
%  *
3 y
10 c p m /u .o . %
3
10 c p m /u .o .
Monosomas y 
Dîmeros 
(Froc. 30 -42 )
5 5 ,3  t  2 ,5 0 ,3  t  0 ,0 9 3 9 ,3  t  2 ,9 0 ,7  t  0 ,0 8
Trfmeros 
(Froc. 25 -30 ) 5 ,6  1  1 ,5 1,1 t  0 ,1 9 ,2 1 1  1 ,6 0 ,9  i  0 ,0 7
Tetrameros 
(Froc. 2 0 -25 ) 6 ,6  t  1 ,5 1,1 I  0 ,1 11,1 ±  1 ,6 1,1 1  0 ,0 9
Pentameros 
(F rac . 15-20) 9 ,1  1  0 ,6 1 ,0  1  0 ,0 8 1 0 ,4 1  0 ,5 1 ,2  t  0 ,0 9
Hexameros y 
Heptdmeros 
(F ro c .7 -1 5 )
1 2 ,6  2  2 ,0 1,1 1  0 ,0 9 1 9 ,2  I  1 ,5 1 ,0  r  0 ,1
A lto  peso 
m olecular 
(F rac . 2 -7 )
1 0 ,8  t  0 ,2 2 ,0  1  0 ,1 10 ,7  1  0 ,1
i
1 , 2 + 0 , 0 9  1
]
Polîsomas en 
con junto  
(F roc. 2 -30 )
:----------------------------
4 4 ,7  :  1 ,9 1 ,3  1  0 ,0 9 6 0 ,7  1  1 ,8
4
f
1
1,1 i  0 ,1  1
*  Se toma como total de los polîsomas exîstentes la D .O .  regîstrada 
en el gradîente lînea l desde la fraccîon 2 a la 4 2 , es d e c îr , no se 
toma en cuenta la absorcîôn debîda a subunîdades y cargo del gra­
d îen te .
résultante, tratado con Triton X -1 0 0 ,  obtenemos los polîsomas totales 
(es d e c îr , los lîbres mds los unîdos a membranes) del cîtoplasma ce l^  
lar; y c) que de la otra mîtad del spm, sdio tomamos los polîsomas -
g
lîbres; podemos expresar ambos contenîdos polîsdmîcos en u ,o /1 0  cé­
lu las, comparer las entre sf, y deducîr la cantîdad absolute de polîso­
mas lîbres o lîgados a membranes que exîsten en la Im ea ce lu la r.
En la tab la 2 5 , se muestra el resultado de los cdiculos reolîzados. De 
ellos se desprende que en estas células todos los polîsomas, y en gene 
ral los rîbosomas, son lîbres. Esta conclusion coïncide con las h a lla -  
das para embrîon de ra ton , a través de otras técn îcas, y que se encuen 
tran descrîtes en la b îb lîografîd  (1 3 ).
TADi A OC Contenîdo rîbosomîco de células 
TABLA - 2 5 -  .
( u .o . / lO  células)
Polîsomas totales Polîsomas lîbres
3 ,8  t  0 ,2 3 ,9  1  0 ,2
V I ,  1 . 1 , 1 . -  Estudîo de las bandas del gradîente dîscontînuo
Estas bandas corresponden a las membranes del retfculo endoplasmîco lîso
y rugoso; su densîdod no les perm îte otravesor la fase de sacarosa 2 M ,
por lo que quedan detenîdos a l fina l de la 1 ,6  M  (ver esquemo 6 ) .
S î, como se deduce por los calculos efectuodos, las células ER G A N  t îe -
nen todos los rîbosomas lîbres en el cîtoplasm a, estas membranes deben -  
ser exclusîvem ente de retfcu lo  lîso. Para ve rîfîc a r estas deduccîones se 
estudîaron las bandas recogîdas del gradîente dîscontînuo, u tîlîzondo el 
mîsmo gradîente que para los polîsomas.
Se tomaron con pîpeto y se llevô la solucîon a 15 %  en sacarosa con 
B l-5 , A  contînuacîon , se trotô con Trîton X -1 0 0  1 ,0  %  (concentra­
cîôn fîna l) durante 5 a 10 mînutos a 4 ° C , con lo que se s o lu b îlîza -  
ron las membranes, y después de e lîm înar agregados înespecffîcos, la 
solucîôn se puso sobre un gradîente lîneal de sacarosa del 15 al 30 %  
(p /p ) .  Se centrifugé como de costumbre une vez fraccîonado, la D .O  
a 260 nm y la ac tîv îdad  présentaron el aspecto dîbujado en la -
fîgura 2 9 .
El perfîl de D .O .  registre algunos môxîmos, sîendo e l mas importante el 
de la fraccîôn 18, de 0 ,2 6  u . o . ,  que corresponde a polîsomas de 5 ô 6 
unîdades. El marcado îsotôpîco no coïncide con los môxîmos de D . O . , 
y por otra po rte , es muy bajo respecte al regîstrado en los polîsomas del 
aîslam îento correspondîente (figures 27 y 2 8 ).
Todo indice que real mente no h ay , o hay muy pocos, polîsomas lîgados 
a retfculo en estas cé lu las  de embrîôn de ratôn , mantenîdas "în v îtro "  
y establecîdos como cu ltîvo  en monocopo.
V I . 1 . 2 . -  Polîsomas lîbres y unîdos a membranes en células CAEL 
"în v îtro "
La d îferencîacîôn  entre ambos tîpos de polîsomas se hîzo îgual que en el 
ceso an terio r de E R G A N .
En las figures 30 y 31 se han representado las lectures a 260 nm, asf co 
mo la actîv îdad  de sfntesîs regîstrada en cede fracc îôn . El gradîente -  
correspondîente al total rîbosômîco (fîgura 30) muestra las zonas de mono 
somas (fraccîones 41 a 44) y dfmeros solapados en porte (fraccîones 30 a 
41); e l resto de los polîsomas aparecen perfectamente se parados segun es 
tructuras. Se aprecîan los pîcos debîdos a subunîdades en las fraccîones 
46 y 5 2 .
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FIG URA 2 9 . - Estudio de las bandas aparecidas en la interfase del gradîente dîs­
contînuo de sacarosa (1 ,6  M /2 ,0  M ) a! centrîfugar el spm sin tra ­
tar con Triton X -1 0 0  Células E R G A N .
Las bandas se recogen y se traton con Triton X -1 0 0  a I 1 ,0  %  en 
B l-5 . La solucîôn se coloca sobre un gradîente lîneal de sacaro 
sa y se procédé como habituaIm ente en este trabajo .
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F IG U R A  3 0 . -Polîsomas cîtopldsmîcos totales de células CAEL "în v ît r o " .
El gradîente lîneal se cargo con 30 u .o .  en 1 ml de solu­
c îon .
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FIG URA 3 1 , -  Polîsomas lîbres (no unîdos a membronos del retfculo endoplds 
mîco) de células CAEL "în v îtro " . Cargo del gradîente lîneal 
20 u .o .  en 1 m l.
En el caso de polîsomas lîbres (fîgura 3 1 ) ,  los monomeros se han sépara 
do mejor de los dfmeros, y se ven dos pîcos îndependîentes: monomeros
con el mdxîmo en la fraccîon 3 7 , y los dfmeros en la 3 3 . El resto opo 
rece bîen d e fîn îd o , excepto los polîsomas de 6 y 7 ,  cuyas bandas (fra£  
cîones 6 a 12) se encuentron lîgeramente unîdos.
Estudîondo detenîdom ente los pîcos de dîmeros y monosomas de todos los 
froccîonomîentos reolîzodos con las células oscftîcos no hemorrdgîcos, se 
ve que , en los cosos en los que los monosomas se sépara n con n îtîd e z , 
éstos son poco numerosos. En otros experîmentos son los dfmeros los que 
aporecen claram ente dîferencîodos en un pîco que tompoco es el de md 
xîmo va lor de obsorcîdn a 260 nm. Ejemplo de este hecho son las fîg £  
ras 30 y 31: en la prîm era, los dfmeros ocupon la zona de las froccîo
nés 30 a 35 y los monosomas aporecen como un hombro a la derecha del 
mdxîmo. En la segunda fîg u ra , son los monomeros los que aporecen se- 
porodos en la zona de las fraccîones 26  a 4 0 , quedondo los dfmeros cosî 
totahiente cubîertos por el mdxîmo.
Esto, unîdo a l cdiculo del coefîc îente de sedîm entacîdn, nos hîzo suponer 
la presencîa de una estructura de peso m olecular întermedîo entre los d f­
meros y monomeros, que, exîstîendo en gran can tîdad , solopo a unos u 
otros segun pequenfsîmos vorîocîones en las condîcîones de ultra centrîfuga  
cîon y fraccîonam îento .
Observondo dîrectom ente a l mîcroscopîo e lectrdnîco muestros tomados del 
pîco mdxîmo, se pudo oprecîor que estd constîtuîdo por grupos de un m o- 
ndmero osocîodo con una subunîdad rîbosomîca; en genera l, es la subunîdad 
grande de los rîbosomas, aunque en algunos cosos porecîd ser la pequena. 
Por ser una estructura estable y que aparece sîstemdtîcamente en estas cé 
lu las cancerosas (como îremos vîendo) se puede denomînor como "dîmero 
încom pleto".
Como no sîempre son cloros los Ifmîtes de su zona en el grad îen te, se une
TABLA -2 6  -  Polîsomas totales y lîbres de células CAEL "în v îtro "
Analîsîs del gradîente lînea l de sacarosa
Bandas
Polîsomas totales Polîsomas lîbres
%
3
10 c p m /u .o . %
3
10 c p m /u .o .
Monosomas 
(F rac , 4 1 -44 ) 9 ,2  1  0 ,6 1 ,1 8  Z  0 ,0 5 1 0 ,4  t  0 ,7 1,21 1  0 ,0 5
Dfmeros 
(F ro c .30 -41 )
2 9 ,9  I  2 ,2 0 ,8 4  t  0 ,0 7 3 1 ,9  I  2 ,1 0 ,7 5  1  0 ,0 7
Trfmeros 
(Froc. 2 5 -30 ) 12,1 î  0 ,7 1 , 5 7 1  0 ,0 9 1 1 ,7  ± 0 , 6 1 ,6 5  ±  0 ,0 6
Tetrdmeros 
(F ro c .2 0 -2 5 ) 9 ,2  +  0 ,1 1 ,9 7  1  0 ,0 9 1 0 ,2  1 0 , 2 2 ,41  t  0 ,0 9
Pentdmeros 
(Froc. 17-20) 8 ,9  t  0 ,2 2 ,2 6  1  0 ,1 8 10,1 1  0 ,4 2 ,8 2  t  0 ,1 8
Hexdmeros 
(F rac . 13-17) 6 , 7 :  1,1 2 ,1 0  ±  0 ,2 0
14,1  1  1 ,5 3 ,4 0  I  0 ,2 0
Heptdmeros 
(F ro c .9 -1 3 ) 1 0 ,0  î  1 ,7 2 ,3 7  X 0 ,2 0
Elevado peso 
m olecular 
(F rac . 1 -9 )
1 4 ,0  ±  1 ,3 2 ,5 9  X 0 ,2 0 1 1 ,6  1  1,1 3 ,8 4  ± 0 , 2 5
Total de 
polîsomas 
(F rac . 1-41)
9 0 ,8  t  1 ,6 2 ,2 5  1  0 ,2 0 8 9 ,6  1 1 , 4C 3 ,1  1  0 ,1 9
a I os duneros en el momento de ca lcu lar les va lores re la fî vos de coda 
estructura, ya que aparece solapondo a éstos con mds frecuencia . La 
cantîdad de m aterial detenîdo en cada zona del g rad lente de la figu ­
ra 30 (polisomas totales) respecto a l total (tab la  2 6 ) , indica que el 65%  
corresponde a pol isomas de 3 6 mas unidades. Este 65 %  se encuentra 
reparti d o , casi por ig u o l, entre las estructurcs opreciobles. El maximo, 
un 14 % , corresponde a la zona fina l del gradiente (fracciones 1 a 9 ) ,  
en la que aparecen acumulos de pol isomas de tamano mu y d iffc ilm ente  
determ inable .
En e l perfîl correspondiente a polîsomas no lîgados a membranes, se apre  
cia una distribuciôn en estructuras muy sem ejante; bay un ligero aumento 
de dimeros (a lcanzan el 32%  frente al 30%  del gradiente para le lo; ver 
tabla 2 6 ) ,  y disminuyen los pol isomas de a lto  peso molecular en iguol r  
proporciôn. Esta varraciôn se debe a degradacion de los grandes po lirn  
bosomas, como corrobora la presencia de activ idad  isotopica en las fro£  
ciones correspondientes a dfmeros y ri bosomas (figura 3 1 ).
g
El numéro de ribosomos libres aislados por 10 células de p artid a , es —  
igu o l a l total ri bosom ico ce lu lar; es d e c ir , como en las células E R G A N , 
en las CAEL "in v itro "  los ribosomos no estan ligados a membranas (ver 
tabla 2 7 ) .
Contenido ribosomico de células CAEL 
TABLA - 2 7 -   ^ p
"in v itro "  ( u .o . / lO  células)
Total ri bosom ico Ribosomos libres
7 ,3  +  0 ,2 7 ,1  t  0 ,2
Esta deduccîôn se confirma a l estudiar las bandas interfasicas del gra­
d iente discontinue del spm no tratado con detergente. Como en el -  
caso de las células E R G A N , no se registran pol isomas.
V I . 1 . 3 . -  Polîsomas libres y uni dos a membranas en células CAE 
"in v itro "
Se hizo un doble estudîo siguiendo dos ru tas diferentes ya descritas:
1) Lisis con Triton X -1 0 0  en medio isotônico B I-4 , con lo que se obtie  
ne el total ti bosom ico de las células.
2) Hom ogeneizacion B H -1 , diferenciando entre polîsomas libres y ligados 
a retfculo endoplasmico por medio de un gradiente discontinue de sa- 
carosa.
V a mes a ver los resultodos obtenidos de coda técn ico .
V I . 1 . 3 . 1 . -  Lisis en B I-4  con Triton X -1 0 0  a l 0 ,5% (conce£  
traciôn f in a l) .
Se tomaron 16 tubes del cu ltive  en fase logarrtmico de crecim iento , 4 
bores antes de comenzar el aislam iento se cambiô el m edio. El marco-  
do de polipéptidos nacientes se b izo  como en el caso de las mi smas ce 
lulas "in v iv o " , es d e c ir , dondo un puiso de 3 minutes con bidrolizodo  
proteico de 3 ^ C i /m l  a una suspension de 100 x 10^ c é lu las /m l.
résulta do es un pobre marcado, por lo que no se considéra (figura 32) 
Es necesario aumentar ve in te  veces la concentracion de para obte
ner en las células CAE "in v itro " un marcado sim ilar a l obtenido en las 
mismas células mantenidas "in v iv o " . Este fenômeno se explico te n ie n -  
do en cuenta que el ITquido ascftico es pobfe en ominoacidos, siendo.
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FIG U R A  3 2 . -  Polîsomas de células CAE "in v itro" aislados por lisis ce lu lar  
con Triton X -1 0 0  al 0 ,5  %  (conc, fina l)en  Bl-4|.^ M a r c a t h -  
insuficiente ( 3 ^ C i /m l  de h idro lizado proteico [  C [  3 m inu- 
tos a 3 7 - C ) . El sobrenadcnte de 700  x g se coloca d i recta-  
mente sobre el gradiente linea l de sacarosa.
por el contrario , muy rico en el los el medio de cu ltivo  B suplementado 
con 20 %  de suero de ternero . *
Despues de lisar las células se centrifuge e l crudo a 700 x g y el sobre- 
nadante postnuclear se fracciona en gradiente lineal de sacarosa.
Il4 ~ l
Las lectures a 260 nm y las determineciones de [_ Ç] se hen re presen tedo 
en la figure 3 2 . El marcado iso top ico es bejisim o. Las bandes corres­
pondientes a monosomos y dimeros aparecen solapedes formendo une sole, 
enche , cuyo maximo esta en le fraccion 3 3 , teniendo une concentracion  
de 1,1 u .o . /m l .
Las centidedes relatives de cada bande frente e l total se hen recogido  
en la table 2 8 .
g
El rendimiento obtenido de este forme es de 2 0 ,0  u .o . / lO  células.
V I . 1 . 3 . 2 . -  Ribosomes libres y unidos a retfculo endoplds- 
ti co.
Pare d iferencior embos sistemos ri bosom icos se siguio le técnico eplicede  
a les células E R G A N  y CAEL "in v itro " .
El marcado se h izo  dondo un puIso de 5 minutes con 30 ^ C i /m l  de hidro 
lizodo proteico 50 x 10^ cé lu la s /m l.
Le D .O .  de embos gredientes de sedim entecion, osf como le ac tiv idad  iso 
to p ice , nos muestron (figuras 33 y 34) distribuciones pol isomicas muy si mi 
lares tente cu a lite tive  como cuentitativem ente (ver tables 29 y 3 0 ).
*  En cé lu las  ERG A N  (figuras 22 y 23) nos ocurre el mismo fenômeno; 
les células en cu ltivo  estan_soiu rodes de ominoacidos por lo que e b -  
sorven los morcodos conjî^^cj lentamente y en pequeno centidod.
TABLA - 2 8 -  Polîsomas totales de células CAE "in v itro " , 
lisados con Triton X -1 0 0  en B I-4
Analisis del gradiente linea l de sacarosa
Bandes %
3
10 c p m /u .o .
Monosortvas y 
Dfmeros 
(F ra c .2 9 -3 8 )
3 4 ,3
T rfmeros 
(F rac . 2 3 -2 9 ) n , 2
Tetrameros 
(F rac . 18-23) 1 0 ,7
Pentameros 
(F rac . 14 -18)
9 ,7 N o se considéra
Hexameros y  
Heptameros 
(Frac . 8 -1 4 )
.17 ,2
(ver texte)
Acumulos 
(F rac . 2 -8 )
1 7 ,0
Total de 
pol isomas 
(F rac . 2 -2 9 )
6 5 ,7 ■
Vemos que el maximo (fracciones 32 a 42) aparece d iv id ido  en dos pi 
COS en ambas figuras. El ca lcu le  de los coeficientes de sedimentecion  
osf como le observée ion d irecte  de éstos, y les demâs bandes, a l m i-  
croscopio e lec tro n ico , indicen cleram ente que se trete de monomeros 
en el p ico  mener (fracciones 38 a 4 2 ) , y dfmeros principelm ente en -  
el mayor (fracciones 31 a 38) mezcledos con los "dfmeros incom plètes".
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F IG URA 3 3 . -  Polîsomas cîtoplasmîcos totales de células CAE "în v itro " , Marcado  
dondo un puiso de 5 minutes con 30 /m l de h idro lizado proteico  
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F IG U R A  3 4 . -  Polîsomas cîtoplasmîcos libres de células CAE "în v itro " . Se op lîca la 
mîsma técnîca que a las ER G AN y CAEL "în v itro " .
que ya hemos descrito en las células CAEL "in v itro " .
Las cantidades relativas de pol isomas, frente a monos ornas, son elevadas 
en ambos casos (ver tabla 2 9 ), y prâcticam ente iguales. La distribuciôn  
segun pesos moleculares muestra asfmismo un marcado paralelism o.
TABLA-2 9 -  Pol isomas totales y libres de células CAE "in v itro"
Ana lisis del gradiente lineal de sacarosa
Bandas
Pol isomas totales Polîsomas libres
% 10^ c p m /u .o . % 10^ c p m /u .o .
Monosomas 
(F rac . 3 8 -4 3 ) 10,1 t  0 ,7 1 ,0 3  t  0 ,1 0 1 1 ,6  t  0 ,7 0 ,9 7  X  0 ,0 9
Dfmeros 
(F rac . 3 1 -3 8 )
2 1 ,4  i  0 ,9 0 ,7 6  I  0 ,0 6 2 2 ,1  2  0 ,7 0 ,7 2  t  0 ,0 7
Trfmeros 
(F rac . 2 4 -3 1 ) 1 2 ,0  t  0 ,2 1,21 î  0 ,0 2 1 1 ,6  2  0 ,2 0 ,9 0  ±  0 ,01
Tetrameros 
(F rac . 19 -24) 8 , 5  î  1,1 1 ,6 4  2  0 ,0 2 1 0 ,8  ±  1 ,0 1 ,1 5  t  0 ,0 2
Pentameros 
(F rac . 15-19) 9 ,4  1  0 ,6 1 ,5 2  i  0 ,0 9 10 ,3  2  0 ,4 1 ,4 0  t  0 ,0 9
Hexameros 
(F rac . 11-15) 1 0 ,2  £  1,1 1 ,9 4  ±  0 ,0 9
-17  8 1 jD 2 ,0 2  1 0 , 1 0
. Heptameros 
(F rac . 6 -1 1 ) 1 4 ,0  £  1 ,2 2 ,6 3  t  0 ,1 0
Acumulos 
(F rac . 1 -6 )
1 4 ,4  1  0 ,8 3 ,1 9  2 0 ,1 5 1 5 ,8  ±  1 ,0 2 ,8 4  ±  0 ,1 0
Total de 
pol isomas 
(F rac . 1 -38)
8 9 ,9  2  1 ,6 1 ,8  i  0 ,0 9 8 8 ,4  i  1 ,4 1 ,5 0  1  0 ,0 6
Para comparar mas fâcîlm ente estes resultados con los obtenidos a l lisar 
con Triton X -1 0 0 , y con los aislamientos a partir de células ERG AN, va 
mos a considerar unidos monosomas y dfmeros en la tabla 3 0 , ya que -  
en aquellos no es posible calcularlos por separado.
TABLA -  3 0  -  Pol isomas de células CAE "in v itro"
Bandas
Pol isomas totales Polîsomas lîbres
%  u .o . %  A c t %  u .o . %  A c t
Monosomas y 
dfmeros 
(3 1 -4 3 )
3 1 ,5  1 0 , 9 1 2 ,9  i  1 ,2 3 3 ,7  1  0 ,8 1 6 ,9  1  1,1
Pol isomas
0 - 3 1 )
6 8 ,5  1 1,1 87,1  t  1 ,8 6 6 ,3  X  1 ,3 83 ,1  1  1 ,9
Hay una coincidencia casi total entre la distribuciôn pol isomica del aîslamien  
to an terio r con lisis en 0 ,5  %  de Triton X -1 0 0 , y la de éste por homogeneiza 
cion en B H -1 , como se ve  a l comparer las tablas 2 8 , 29 y 3 0 .
El va lo r absolute de ribosomos no ligados a membranas encontrade en estas cé 
lulas C A E , es iguol a l del total ribosomico (tabla 31); es d ec ir, en las cé lu ­
las CAE mantenidas "în v itro " , todos los ribosomos se encuentran libres en al 
citoplasm a.
TABLA -  31 -  Contenido ribosomico de células CAE  
"in  v itro" ( u .o . / lO ^  células)
Total ribosomico Ribosomos libres
1 0 ,6  ±  0 ,3 1 1 ,5  1 0 , 4
V I . 1 . 4 . -  Analîsîs e înterpretacîon de los resultados
Los datos obtenidos de la  expert men tac ion , comentados en los très apc^ 
tados anteriores, demuestran, en conjunto , la va lid ez  y adecuacion de 
las técnicas u tilizadas para a is lar del citoplasma ce lu lar las estructuras 
ribosomi cas con la mmima a lte ra c io n .
También la co incidencia de los datos obtenidos a través de procesos 
ferentes (lis is  y hom ogeneizacion) da una base sol ida a la in terpréta-  
cion de lôs mismos, q u e , por otra p arte , es coherente en sf misma.
E llo  nos perm ite tomar va lores m edi os représenta ti vos para cada Im ea ce 
lu lar y procesarlos paraielam ente
En la tab la 32 se reunen estos resultados, ordenados segun estructuras po 
Inribosomicas para cada Im ea ce lu lar; se ban tornado dos parâmetros de -  
cada estructura: su cantidad re la tiv a , frente a l total a is lado, y su actî
vidad especffica referida también al to ta l .
En las células ERGAN fue muy d iffc il en todos los casos d iferencior en­
tre monomeros y dfmeros, por lo que se toma el valor de las dos estrucW  
ras conjuntam ente.
Los hexameros y heptameros se consideran también juntos en una solo pa­
re ja de va lores en las très Ifneas.
Las diferencias observables entre células CAE y CAEL son muy pequePias; 
las CAEL son a lgo  mas ri cas en dfmeros que, ademas, presentan men or ac  
ti vidad que las de C A E , y sus tetrameros y pentameros son ligeram ente -  
mas activos.
Las células ER G A N  son mas ri cas en monosomas y dfmeros que las dos l_f 
neas cancerosas, ya que su porcentaje es mayor y su activ idad  especffica  
es mucho menor. Presentan una cantidad de trfmeros ligeramente menor, 
aunque de mayor ac tiv id ad  que las otras dos Ifneas.
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El res to de las estructuras se mantienen en proporcîones semejantes en las 
très Im eas, excepte los po I irri bosomas de a lto  peso m olecu lar, que estan un 
poco por debojo e n  E R G A N . Sin endbargo, la activ idad  mostrada por -  
los polisomas de peso medio (es decir de 3 y 4  unidades) de células -  
ER G A N  es mayor que la hallada en células cancerosas. Los pentame­
ros se presentan tan activos como los de C AEL, y en el resto no bay 
variaciones.
Es d e c ir , la distribuciôn de la poblacion ribosomîca en pol isomas de 
ferente numéro de unidades es muy sim ilar en las très Imeas celulares, 
siendo las cancerosas mas ricas que las normales en polîsomas de 8 o 
mas unidades.
Las células normales fren te  a las cancerosas man i fies tan una mayor acH  
vidad de los polîsomas medios. Por otra parte , todos los polîsomas de 
las células normales son igualm ente activos, es d ec ir, la ac tiv idad  es­
p ecffica  aparece uniformemente reparti da con un maximo sobre los g ran 
des acumulos, y otro de menor importoncia sobre los polîsomas de 4 y 5 un i­
dades. A  d iferencia  de ésto, en las células cancerosas los polîsomas ganan 
activ id ad  especffica con el numéro de unidades.
Con respecto a l conjunto de la poblacion ribosomico también se observan 
diferencias. A sf, de coda 100 m ill ones de células de partida se o b tie - 
nen:
a) En células E R G A N    3 , 7 1  0 ,2  u .o .
b) En CAEL ...................   7 ,5  ±  0 ,2  u .o .
c) En CAE   1 0 ,5  1 0 ,3  u .o .
De lo que se desprende que las células del tumor ascftico no hemorragico 
poseen una poblacion ribosomico dos veces mayor que las células norma­
les de raton, y las del tumor hem orragico, la poseen très veces mas nu - 
merosa.
Estas son las unîcas alteracîones observadas, ya que en las células as 
cfticas , los ribosomos se mantienen no ligados o membranas del retfcu  
lo , como ocurre en las de raton.
V I . 2 . -  CELULAS CANC ER O SA S " IN  V IV O "  e " IN  V ITR O "
Una vez estudiados algunos de los aspectos morfologicos y funcionales 
de los polirribosomas aislados a partir de células cancerosas m anteni­
das "in v iv o " , vamos a investigar qué in fluencia e jerce sobre el biopo  
Ifmero la adapta ci on ce lu la r a l medio de c u ltiv o .
Para e llo  harem os un estudio para le lo  al mostrado anteriorm ente, partien  
do de células cancerosas mantenidas "in v iv o " , y tomaremos como con­
trol lo ya an a lizad o  en las células cancerosas de la misma cepa es table  
cidas "in v itro " .
V I . 2 . 1 . -  Pol isomas totales y libres de células CAEL "in v ivo"
Se partio  de tumor a l noveno dfa de inoculado. Las célu las, extraidas 
con el Ifquido ascftico , fueron lava dos con SSS-I, suplementada con v i ­
tamines y precalentada a 3 7 ° C . A  continuacion se procedio a marcar -  
los polipéptidos nacientes con h idro lizado proteico , empleando -
3 jjv C i/m l, en una densidad de poblacion de 100 x 10^ cé lu la s /m l, duran 
te 3 minutes, deteniéndose la incorporacion por adicion de 20 ml de -  
BH-1 g ran izado .
También en este caso se hipotonizaron las células durante 10 minutes, l_î 
sandose a continuacion en homogeneizador v id rio -te flo n  durante 1 ,5  a 
2 ,0  minutes en el punto 3 del m otor. El sobrenadante de 1 0 .0 0 0  x g 
se d îv îd io  en dos partes iguales, y se continué como se ha descrito po 
ra las células "in v itro " .
En el gradiente discontinue del sobrenadante no tratado con detergente, 
se en centrer on bandas del mismo aspecto que eh los casos anteriores: 
E R G A N , CAEL y CAE "in v itro " .
El gradiente linea l d ie  les resultados que se muestron en las figuras 35  
y 3 6 . En la prim era, se ha représenta do el perfil de sedimentecion de 
la to ta lidad  de los polirribosomas présentes en el citoplasm a, en la se- 
gunda, de solo los libres. En ambas, entre las fracciones 2 y 44 se -  
distinguen cleram ente diferenciodes 6 bandas y un pequeho pico mas -  
aprec iab le  en la  segunda, correspondientes a otros pol isomas de diferen  
tes coeficientes de sedim entecion, que presentan un elevado marcado -  
isotopico, lo que indice gran activ id ad  de smtesis proteico  .
En la zona correspondiente a dfmeros y monosomas se observa el mismo 
efecto  visto en estas células cu ltiva  des "in v itro": el maximo de la -
fraccion 4 0 , en embos gradientes, esta forma do por dfmeros incom plè­
tes mezcledos con monosomas; éstos se sépara n un poco en el gradiente  
de los pol isomas no ligados a membranes (figura 3 6 , fraccion 43 y 4 4 ) , 
y mucho mènes en el de los pol isomas tratados con Triton X -1 0 0  (figura  
3 5 , fraccion 4 3 ) .
Los dfmeros aparecen en la fraccion 31 o 3 2 , y e l resto hacia la iz q u i^  
de son trfmeros (fraccion 2 5 ), tetrameros (fraccion 19), pentameros (fra c ­
cion 15) y de 6 ,7  y mas unidades el resto.
En la tab la 3 3 , se han registrado los va lores relatives de code banda fren 
te a l to ta l expresados en porcentajes de D . O . ,  asf como sus actividades
3
expecfficas en 10 x c p m /u .o . .  Los monosomas se han tomado junto con 
los dfmeros incomplètes, ya que se solapan sus zonas y no se pueden d i -  
fe ren c ia r.
En la tabla 3 4 , se comparan los va lores re latives de D .O .  p ertenecien - 
te a ribosomos respecto del numéro de células de p artid a . En e llos , v e ­
mos que también en las células CAEL "in vivo" la total idad de los poli
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FIG U R A  3 6 . -  Polîsomas libres de células CAEL "in v iv o " . Técnico de aislam iento  
como la ap licada  en el caso de la Figura 3 1 .
somas se encuentran no unidos al retfcu lo  endoplasmico.
TABLA - 3 3  -  Poiisomas totales y libres de células CAEL "in vivo"
Analisis del gradiente lineal de sacarosa
Bandas
Pol isomas totales Pol isomas libres
% 10 c p m /u .o . %
3
10 cp m / u .o .
Monosomas 
(F rac . 3 2 -4 4 ) 4 0 ,7  1  2 ,5 0 ,7  i  0 ,0 6 3 0 ,0  1 2 , 7 0 ,7  1  0 ,0 7
Dfmeros 
(Froc. 2 8 -3 2 ) 9 ,6  t  1 ,6 2 ,2  ±  0 ,0 4 1 5 ,0  1  1 ,5 1 ,9  t  0 ,0 5
Trfmeros 
(Froc. 2 2 -2 8 )
1 1 ,1 X  0 ,6 2 ,5  X 0 ,0 2 1 2 ,3  ±  0 ,5 2 ,7  ±  0 ,0 2
Tetrameros 
(Froc. 17 -22) 7 ,7  ±  0 ,6 2 ,8  1 0 ,0 2 9 ,1  Z  0 ,7 2 ,6  i  0 ,0 3
Pentameros 
(F rac . 13 -17)
7 , 6  X  0 ,7 . 3 ,3  X  0 ,01 9 ,1  1  0 ,6 2 ,8  ±  0 ,0 2
6 y mas unida­
des
(F rac . 3 -1 7 )
2 3 ,1  ±  1 ,5 3 ,4  T  0 ,0 9 2 4 ,5  r  1 ,6 2 ,6  1  0 ,1 0
Total
Dolisomico 
[Frac. 3 -3 2 ) 5 9 ,3  t  1 ,3 2 ,9  1  0 ,0 5 7 0 ,0  1  1 ,4 2 ,5  t  0 ,0 6
TABLA -  34  -  Contenido ribosomico de células CAEL  
"in v ivo" (u .o . / lO ^  células)
Total ribosomico Ribcsomas libres
2 ,6 8  t  0 ,4 2 ,7 0  î  0 ,2
V I . 2 . 2 . -  Polîsomas de CAEL "în v it ro " . Comparacîon con los re­
su I tados anteriores e în terpretac îon .
El perfil de sedimentecion de las células CAEL "in v itro" ho sido ya des 
crito  y comentado en el apartado V I . 1 .2  de esta M em oria .
A quf vamos a tomar los va lores medios representatives de ambas situacio  
nés (cu ltivo  "in v ivo" e "in v itro " ) , estudiar sus d iferencias, si las hubie 
re , e in tenter exp licarlas .
De la tabla 35 se desprende que las CAEL "in vivo"poseen une abundan 
te cantidad de monomeros, siendo muy pocos los producidos por dégrada 
cion de polîsomas de a lto  peso m olecular ya que la ac tiv id ad  especffica  
presentada por ellos es solo el 4  %  del to ta l. Observando las fracc io ­
nes de monosomas al microscopio e lec tron ico , se ve que éstos estan mez
n  ^ "
clados con dimeros Incom pletos.
El paso de m antenim iento "in vivo" a "in v itro " supone en los ribosomos 
de estas células ascfticas una gran disminucion del numéro de monosomas; 
que pasan del 35  al 10 % ; aumento de dfmeros, del 12 al 28 % ; los de 
3 ,  4 y 5 unidades permanecen constantes, asf como su ac tiv id ad  de sfn- 
tesis; los pol isomas de 6 ,  7 y mas unidades aparecen en bandas excesiva 
mente juntas para dar datos cloromente discernibles, por e llo , los con^  
deromos en conjunto, osf vemos que prâcticam ente hay la  misma cantidad  
en ambas Ifneas celulares y que su activ id ad  es muy parec ida . Tomando 
este ultim o grupo, banda a banda, aun con el error que supone, obtene- 
mos que la cantidad de polîsomas de a lto  peso m olecular (8 unidades y 
mas) de las "in v ivo" es muy inferior al de las "in v itro " .
En cuonto a la poblacion to ta l registrada en ambos sistemos es, por coda 
100 millones de células de partida ,de;
a) CAEL "in v ivo" 3 ,1  ±  0 ,3  u .o .
b) CAEL "in v itro " 7 , 5  ±  0 ,2  u .o .
Es d e c ir , a l establecer "in v itro "  la Im e a , se duplica la poblacion ribosomico 
tota I .
TABLA -  35 -  Conjunto ribosomico de las dos Ifneas estudiadas
Lfnea
ce lu la r
CAEL "in vivo" CAEL "in v itro "
%  u .o . %  A c tiv id a d  
especffica %  u .o .
%  A c tiv id ad  
especffica
Monomeros 3 5 ,4  + 3 ,0 3 ,7  ±  0 ,2 9 ,8  ±  0 ,6 7 , 7 1  0 ,2
Dfmeros 1 2 ,3  1 1 ,9 1 1 ,2  ±  0 ,2 2 8 ,9  ±  2 ,2 5 ,1  1  0 ,3
Trfmeros 1 1 , 7 ± 0 , 6 1 3 ,9 1  0 ,1 1 0 , 9 1  0 ,8 1 0 ,5  1  0 ,2
Tetrameros 8 , 4 1 0 , 7 1 4 ,4  t  0 ,1 1 0 ,2  r  0 ,1 14,1 1  0 ,9
Pentameros 8 , 4 1 0 , 7 1 6 ,6  1  0 ,3 1 0 , 6 1 0 ,5 1 6 ,6  t  1 ,4
Hexameros y 
Heptameros
1 6 ,7 1 1 ,7 1 6 ,0  1  0 ,4 1 1 ,9 1  1 ,9 17,1 1  1 ,6
Elevado peso 
m olecular
7 ,1  + 1 , 5 1 8 ,7  1  0 ,9 1 2 ,8  1  1 ,2 2 0 ,7  1  2 ,0
Por otra parte , comparando las células ascfticas "in v ivo" con las ER­
G A N ” , vemos que la distribuciôn pol isomica es muy parecida en ambos
casos (ver tabla 3 2 ), încluso susdotaciones ribosomi cas totales son muy opro* 
ximodos.
V I . 2 . 3 . “ Polîsomas de CAE "in  v ivo" e "in v itro"
Se observé el mismo fenômeno que en las CAEL. Es d e c ir , una gran -  
abundoncia de monosomas y dfmeros en las "in v iv o " , menor cantidad -  
de los polîsomas de 8 6 mas unidades que en las "in v itro " , y una tam 
bien menor densidad de poblacion ribosomico.
Ambas cepas tumorales "in v ivo" son extrem adomente parecidas entre sf. 
Esto mismo se observé en las establecidas "in v itro " .
V I . 3 . -  FASE S del C IC L O  CELULAR.
Una vez estudiadas las distribuciones polisémicos y su activ idad  en po- 
blaciones celulares cancerosas, conocîendo cémo in fluye sobre ambos as 
pectos m oleculares, tan to la m align izacién  como el estoblecim iento en 
cultivos en suspensién, podemos ono lizar el comportomiento polisémico -  
en estas células tumorales en particu la r.
Q u izé  sea la fase S o de sfntesis de D N A , la que proporcione unos re­
sultados més cloros y con més probabil idades de ser correcte men te in te r-  
pretados, ya que , en eso fase, se s intetizan muy pocos protefnas.
Como ya expusimos en la In troduccién, todos las técnicas de sincron iza- 
cién en eso fase a lte ran  de alguna manera el metabolismo ce lu la r. Es 
posible que la de doble choque con TdR, usodo a q u f, sea la més p réx i-  
ma a l sistema u tilizo d o  normalmente por la cé lu la  para regular la sfnte­
sis de D N A  (4 6 ). Por otro porte, no se han encontre to efectos secundo- 
rios de la TdR (3 6 ).
V I . 3 . 1 . -  Polirribosomas durante la fase S del c ic io  celu lar en cé ­
lulas CAEL
Se tomaron 30 tubos con 25 ml de suspension celu lar en fase logarftmica 
de crecim iento , y se sincronizoron por medio de dos trotamientos con ex 
ceso de tim idino de 17 boros de duracion , separados por un periodo de 
octivocion de 8 boros (ver M ateria  les y M é  todos). De esta forma las 
células quedan detenidas en su evolucion a través del c ic lo  ce lu la r, a l 
fin a l de la fase previa a la smtesis de D N A , ya que la tim idina -  
inhibe esta u ltim a . G rdficam ente el fenômeno se podrid presenter como 
en el esquemo 7 .
A  continuacion se incubé el cu ltivo  2 ho ras con A dR , GdR y CdR, en 
cantidades fisiolégicas para favorecer la reanudacién del c ic lo , y que -  
ésto se produzca de forma homogénea por porte de todos las células de 
la pob lac ién . Para comprobarlo, una aIfcuoto  fue marcado con TdR L ld ]. 
La autorradiografid de la preparacién d ié  como resùltodo un 80 %  de cé 
lulas marcadas, es d e c ir , en fase de smtesis de D N A , coincidiendo con 
las pruebas previas realizadas a tal efecto (ver M oterio les y M é todos). 
A sf se obtuvo un cu ltivo  sincronizodo en fase S temprana.
La misma técnico empleada para d iferencior polirribosomas libres del resto 
polisémico celu lar ap licada anteriorm ente a células normales y tumorales, 
nos do en el caso de las células CAEL sihcronizadas en fase S, los resid 
tados representodos en las figuras 37 y 3 8 .
En la figura 37 se muestra el perfil de sedimentacién del total polisémico  
ce lu la r.
En la zona de las fracciones 32 a 4 2 , se pueden distinguir très picos n f-  
tidomente diferenciodos que, observodos a l microscopio e lec trén ico , son: 
monémeros (méximo en 4Q , osoclacién de ribosomo-subunidod 60 S (m éx i-
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F IG U RA 3 8 , -  Polîsomas libres. Células CAEL sincronizadas en fase de smtesis 
de D N A , Técnîca de aislam iento descrito anteriorm ente para la 
Figura 3 1 .
mo en 3 7 ) , lo que hemos llcmado anteriorm ente "dfmeros incom pletos"f y el 
tercero dfmeros (mdximo en 3 3 ). A  la izquierda aparecen los trfmeros, tetra  
meros, e tc .
En el gradiente de los no ligados a membra no (figura 38) la separacion entre 
monosomas y 'dfmeros incompletos" es buena, pero éstos ultimos se solapan con 
la zona de los dfmeros.
El resto de las zonas se presentan bien diferenciadas en ambos gradientes, o b - 
tenîéndose ademas mayor numéro de bandas que en los casos de poblociones 
celulares en m ultifase. Se pueden distinguir perfectam ente los pol isomas de 6 
unidades (fra c . 15 a 1 8 ), los de 7 (fra c . 12 a 15 ), incluso los de 8 se despegan 
del resto de los pol isomas de a lto  peso.
La ac tiv idad  de sfntesis es no tab le , presenldndose el mdximo en los pol isomas 
de mds a lto  coefic ien te  de sedimentacién (fracciones 2 a 6) en la figura 3 8 .
Las cantidades re lativas de cada banda respecto a l to ta l, asf como las a c t iv i­
dades especffîcas de las mismas, se resumen en la tabla 36 ,
La distribuciôn de los ribosomos en estructuras de diferentes pesos moleculares 
es muy parecida en ambos casos ; en el total ribosomico, aparecen mds dfmeros 
y menos pol isomas de gran tamano que entre los libres.
Tomando la D .O .  total registrada entre las fracciones 2 a 4 0 , y re fir ié ^  
dola a l numéro de células de p artid a , obtenemos, como hemos hecho en 
todos los experimentos anteriores, los ribosomos y polirribosomas conten i- 
dos en los citoplasmas. Comparando los va lores hallados para los pol isomas U 
bres, con los del to ta l,  vemos la relaciôn cuantita tiva  que los une.
*L a  constante apariciôn de estos 'dfmeros incompletos" en los aislamientos 
realizodos a partir de células CAEL y C A E, y solo en e llos, hace des car­
ta r la posibilidad de que sean un artefacto  producido por la técn ica .
TABLA -  36 -  Poli semas totales y libres de células CAEL sincronizadas en 
fase S
Andiisis del gradiente lineal de sacarosa
Bandas
Pol isonas totales Pol isomas libres
% 10 c p m /u .o . %
3
10 c p m /u .o .
Monosomas 
(F rac . 3 9 -4 2  )
8 ,9  1 0 ,9 0 ,6  t  0 ,1 7 , 3 1 1 , 0 0 ,5  t  0 ,2
Dfmeros *  
(F rac . 3 2 -39 )
* *
2 2 ,1  t  0 ,2 0 ,7  1  0 ,2 1 4 ,4  t  0 ,2 0 ,9  t  0 ,4
Trfmeros 
(F rac . 27 -3 2 )
9 ,2  r o , 9 1 ,6  1  0 ,2 4 ,6  1 0 ,3 2 ,5  r  0 ,3
Tetrdmeros 
(F rac . 2 3 -2 7 )
1 0 ,8  1  1 ,1 2 ,7  1  0 ,7 9 ,1  1 0 ,9 2 ,3  1  0 ,6
Pentdmeros 
(F rac . 19-23)
9 ,6  t  0 ,7 2 ,9  i  0 ,7 1 0 ,5 1 0 ,8 2 ,7  r  0 ,7
Hexdmeros 
(F rac . 16-19)
11 ,2  î  0 ,9 4 ,9  1 0 ,3 1 1 ,0 1 0 ,9 2 ,7  +  0 ,7
Heptdmeros 
(F rac . 13-16) 10,1 t  0 ,9 5 ,4  ±  0 ,3 1 1 ,3 1 0 ,9 2 ,9  ±  0 , 4
Octdmeros 
(F rac . 9 -1 3 )
9 ,5  1 -1 ,1 4 ,9  1  1 ,2 9 ,8  ± 1 ,2 2 ,9  i  1 ,2
A lto  peso 
m olecular
(F rac . 2 -9 )
16,1  1 1 ,2 5 ,8  t  1 ,4 2 2 ,1 1 1 ,1 3 ,3  t  1 ,3
Total de 
pol isomas 
(F rac . 2 -3 9 )
9 1 ,1  1 0 ,8 3 ,7  1  1 ,3 9 2 , 7 1 0 , 7 3 ,8  ï  1 ,2
*  Se toman dTmeros y "dTmeros incomplètes" junta m ente, ya que en la mayor 
parte de les fraccionamientos no se pueden séparar bien unos de otros.
* *  Los dfmeros suelen ser el 6 %  del to ta l, y les "dfmeros incomplètes" el 17 %
Para estas células les va lores cal cul ados son los que fîguran en la ta 
bla 3 7 .
Contenido ri bosom ico de células CAEL
TABLA - 3 7 -  . . , r c /  ^
sincronizadas en fase S ( u .o . / lO  ceQ
Total polisomico Pol isomas libres
5 ,5  ±  0 ,2 3 ,0  ±  0 ,2
Sorprendentemente bay una notable d iferencîa  entre e l numéro de p o li-  
somas libres y el de los totales. Es d e c ir , las células de tumoc a s c fti-  
co no hem orrdgico, sincronizadas en fase S temprana del c ic lo  c e lu la r, 
contienen del 55 a l 60 %  de sus ribosomas libres en el citoplasm a, y -  
el resto se une a membranas del re tfcu lo . Estos resultados son el valor 
medio de très fraccionamientos realizados a partir de très cultivos distijn 
tos.
V I .  3 . 2 . -  Relacîones entre poli so mas en tumor CAEL y en células 
CAEL en fase S
La simple exposicion de los fanomenos observados en los fraccionamientos 
de pol isomas de células CAEL en fase de smtesis de D N A , ya nos da -  
idea de que las situaciones en las que se encuentran los pol isomas, en -  
uno y en otro caso, son total men te d iferentes.
Lo primero que se aprec ia  es que las células en fase S tienen menos r i­
bosomas que cuando se toma el conjunto ce lu lar multifdsico:
Tumor CAEL "in v itro "   7 ,2  t  0 ,2  u .o . / lO ^  células
Células CAEL en fase S   5 ,5  î  0 ,2  "
Puede ser debido a que el proceso de sîncronîzacîôn es tôxîco para las 
cé lu las , ya que pre ci sam en te inhibe la smtesis de D N A  y se destruyen 
los ribosomas, o b ie n , a qu e , como en esa fase la célu la apenas reali 
za otra funcion bioqufmica que no sea la smtesis de D N A , précisa me 
nor cantidad de ribosomas y entonces estos resultados serian re fle jo  v e -  
rcz de la rea lid ad .
En la tab la 38 se muestran juntamente las caracteristi cas de am bas situa 
clones.
El perfil de sedimentacion de ribosomas de ambos casos es muy parecido . 
Los va lores alcanzados por la D .O .  dan cantidades muy proxi mas para -  
monomeros, trfmeros, tetrdmeros y pentdmeros. Las CAEL multifdsicas 
son mds ri cas en dfmeros que las en fase S; este dato estd sujeto a mds 
error que los otros, debido a la presencia de las partfculas ribosoma-sub 
unidad 60 S que se solapan con los dfmeros. En las células sincron iza­
das se pudo ver que aproximadamente el 30 %  de la banda dfmeros-"c^  
meros incompletos" corresponde a dfmeros solo (que es el 6 %  del total 
ribosdmico). En cuanto a pol isomas de 6 unidades en ad e la n te , las cé­
lulas en fase S son mucho mds ri cas que las multifdsicas.
La activ id ad  de sfntesis de protefnas de cada estructura man i fi esta tam - 
bién un interesante cambio de las CAEL en fase S frente a las m u ltifd ­
sicas: los polirribosomas de 2 a 5 unidades de las células en fase de
sfntesis de D N A , son mucho menos a et i vos que sus homo logos en las —  
otras células; sin embargo, los polirribosomas de 6 ,  7 y mds unidades -  
son mucho mds activos en las CAEL en S que en las no sincronizadas.
TABLA - 3 8 -  Conjunto rîbosômîco de las dos situaciones ce lu lares
Células CAEL multifdsicas 
(Total ribosdmico)
CAEL en fase S 
(Total ribosomico)'
Bandas
Cantidad  
re la tiva  
%  u .o .
A ctiv id ad
re la tiva
% c p m /u .o .
Cantidad  
re la tiva  
%  u .o .
A c tiv id ad
re la tiva
% c p m /u .o .
Monomeros 9 ,8  1  0 ,6 7 , 7 1  0 ,2 8 ,9  ±  0 ,9 2 ,0  t  0 ,2
*
Dfmeros 2 8 ,9  1  2 ,2 5 ,1  1  0 ,5 2 2 ,1  1  0 ,2 2 ,4  1  0 ,4
Trfmeros 1 0 ,9 1  0 ,8 1 0 ,5  1 0 , 2 9 ,2  1  0 ,9 5 ,4  1  0 ,2
T etrdmeros 10 ,2  î  0 ,1 14,1 1  0 ,9 10 ,8  1 1 , 1 9 ,2  1  1 ,0
Pentdmeros 1 0 ,6  r  0 ,5 1 6 ,6  1  1 ,4 9 ,6  1 0 , 7 9 ,8  1  1 ,3
Hexdmeros
11 ,9  1  1 ,9 17,1 1  1 ,6
1 1 ,2  ±  0 ,9 16 ,6  t  1 ,4
Heptdmeros 10,1 1  0 ,9 1 8 ,3  ±  1 ,5
Octdmeros
1 2 ,8  t  1 ,2 2 0 ,7  ±  2 ,0
9 ,5  1  1,1 1 6 ,6  t  1 ,9
A lto  pesa 
m olecular
16,1 1  1 ,2 1 9 ,7  t  2 ,0
*  Se han considerado dfmeros y "dfmeros incompletos" juntam ente.
V I I . -  C O N C LU SIO N ES
Vamcsa resumîr a continuacion las conclusiones a las que nos llevan  
los resultados ya vistos clasificdndolas en dos grupos segun el orden 
seguîdo en el estudio:
1) Respecto a las condiciones experimentadas y su in fluencîa sobre los 
perfil es polisômicos.
2) Respecto a los perfi les polisomîcos de coda especie estudiada, en el 
aspecto de conjunto celu lar y de célu la en p a rticu la r.
V I I . 1 . -  IN F L U E N C IA  de las C O N D IC IO N E S  del A IS L A M IE N T O
1) El rendim iento de homogeneizacion en buffer isotonico es demasiado bajo  
para células CAE y CAEL de membrana ce lu lar resistente.
2) En buffer hi po ton ic o , las fuerzas de c iz a lla  (a p a rtir  de un cierto va 
lor) degradan los pol isomas de peso m olecular a lto  a otros menores.
3) El choque h ip o tb n ico , seguido de homogeneizacion m anual, da resul­
tados no reproductibles en cuanto a rendimiento y distribucion poliso- 
micos.
4) Los células de tumores ascfticos hemorrdgicos pueden sépararse de las 
células rojas por centrifugacion a bajas velocidodes, en menos de 30 
minutes y a 0& C , de forma que no se degradan los pol isomas, pero 
se pîerden células cancerosas posiblemente de forma selectiva segun -  
sus densidades.
5) Homogene i za ndo (mecdnica y suavemente) en buffer hipotonico y p u ri-  
ficando el crudo por centrifugacion froccionada de 700 y 10 .000  x g 
se consigue, tanto en células ER G A N  como en CAE:
a) Sépara r los nucleos sin que se rompan
b) Retîrar totalm ente las mîtocondrîas.
c) En la pel la nuclear quedan el 30 %  o mds de los ribosomas to­
tales de la cé lu la ; en ellos abundan los pol isomas de 7 unida­
des p rinc ipe Im ente , que representan el 17 %  del total polisô- 
mico ce lu la r.
d) En la pel la m itocondrial aparecen e l 29 %  de los ribosomas co£  
ten i dos en el sobrenadante postnuclear, siendo los mds abondan­
tes los pol isomas de 4 unidades, que representan el 17 %  del to 
ta I postnuclear. Es d e c ir , segun lo an te rio r, a l gradiente final 
de sacarosa llega aproximadamente el 50 %  de la poblacidn to ­
tal ribosdmica del ci top las ma c e lu la r, con una pequena pérdida 
selectiva de pol isomas de 7 d mds unidades.
6) De acuerdo con lo ha II ado por otros investigadores en diferentes siste- 
mas celu lares , también en nuestras Imeos celulares, el aumento de la 
fuerza idnica del medio de aislam iento favorece la recuperacidn de po 
lisomas en cualquier concentracidn de detergente. Las condiciones d£  
timas hallados por nosotros para no< a lte ra r en lo posible la estructura 
polisdmica n a tiv a , son las que corresponden a un buffer T ris -H C I 
0 ,0 2  M  pH 7 ,5 ; 0 ,1 5  M  en KCI ; 0 ,0 0 5  M  en M gAc^ y 0 ,5  %  de 
Triton X -1 0 0 .
De todas formas, estas condiciones de lisis no impiden que el 30 %  
de los ribosomas sean arrastrados por los nucleos en su centrifugacion; 
por otra p a rte , una intensificacidn de las mismas (Triton X -1 0 0  a l 0 ,5 %  
seguido de 3 golpes de piston de teflon) conduce a una gran pérdida de 
activ idad  especTfica de los pol isomas y puede enmascarar la proporcion 
real de pol isomas ligados a membranas (muy b a ja , si es que existe a l -  
guno, como se ve posteriormente) de estas célu las. Por e llo  se d e c i-  
dio usar la homogeneizacion suave en medio hipotonico, aumento ndo la 
cantidad del m aterial de p artida .
7) Los po lisomas purificados y libres de detergente no se pudieron m ante- 
ner a -2 0 ^  C , ya que e llo  condujo a formaciones de agregados ines- 
pecfficos, asf como a degeneiaciores estructura les con aumento de sub 
unidades, por lo que siempre se uso m aterial fresco.
V I I . 2 . -  A C T IV ID A D  P O L IS O M IC A . C O N J U N T O  CELULAR y CELULAS 
en FASE S.
V I I . 2 . 1 . -  Células normales y cancerosas. Crecim iento logorftmico 
y fase S.
1) La distribucion polisomico de las dos Imeos de tumor oscftico "in vitro  "es 
muy parecido a la de las células normales E R G A N ,
En cuanto a la ac tiv id ad  de smtesis proteica es del mismo orden en ambos 
tipos celulares; las células normales la tienen repartida homogéneamente 
entre todas las estructuras pol isomicas, en tanto que las cancerosas pre 
sentan un aumento de activ idad  con el peso m olecular de la estructura.
Es d e c ir , las células de los dos tumores oscfticos sintetizan sobre todo -  
pro te inas de a lto  peso m olecu lar.
2) La cantidad total de pol isomas registrada es menor en células normales , 
interm edia en las de tumor no hem orragico, y mayor en las de tumor -  
hem orrdgico, en perfecto acuerdo con una smtesis de proteinas especffi 
camente tumorales sobre las normales.
La d îferen c ia  entre tumor no hemorrdgico (CAEL) y el hemorrdgico (C A E ), 
puede entonces resîdir en un a porte protei co por parte de las células del 
tumor hem orrdgico, que no se produce en las del no hemorrdgico.
3) En ninguno de los très tipos celu lares , se detectan pol isomas unidos a 
membranas. En cuanto a las células de embridn de raton, este resul 
todo coincide con los descri tos en la b ib liograffa ; respecto a las de -
tumor ascfti co de Ehrlîch hoy disparidod de opînîones.
Nosotros hemos encontrado en estas ultimas que él 40 %  de los polîso 
mas totales estdn unidos a membranas cuando las células se recogen en 
fase temprana de smtesis de D N A .
El tîempo del c ic lo  ce lu lar (Te) de las CAEL "in v itro" es de 25 horas 
aproximadamente (figura 6 ) ,  de las que 7 corresponden a la fase S. Es 
d e c ir , que en una poblaciôn de 100 mîllones de células en crecim ien­
to logarftm ico , 28 de éstos se encuentran en fase de smtesis de D N A .  
Si suponemos que la mitad de éstos a su vez estdn en fase S temprana, 
tenemos un 14 %  de la poblacidn conteniendo el 40 %  de sus pol isomas 
ligados a membranas. Esto supone que, aproximadamente e l 6 %  del -  
total polisomico aislado a partir de células en crecim iento logarftm ico, 
permanece unido a membranas. El 6 %  expresado en unidades de recij
g
peracidn es 0 ,3 3  u .o . / lO  células; este valor queda dentro del error -  
de recuperacidn de la té c n ic a , por lo que en una poblacidn m ultifdsi- 
ca pasa desapercibido.
B to  parece ind icar que la presencia o ausencia de pol isomas unidos a 
membranas es, en células CAEL "in v itro " , un fendmeno totalm ente -  
fu n c io n a l, es d e c ir , se produce o no , segun las necesidodes especffi- 
cas de la cé lu la  en cada momento. En las condiciones de cu ltivo  en 
suspension en medio B suplementado con 20 %  de suero de tern e ra , no 
se detectan durante la fase de crecim iento logarftm ico (es d e c ir , pobla 
cidn en todas las fdses del c ic lo  c e lu la r), y se encuentran en un 40 %  
durante la fase S. Puede ser Idgico pensar que sucede asf real m ente, 
ya que las histonas y demds proteinas principalm ente sîntetizadas en ese 
momento por la c é lu la , deben ser transportadas al in terior del nucleo, 
y ademds los polisomas de 6 y 7 unidades son mds activos en células 
en fase S que en m ultifase , siéndolo menos los de 2 a 5 .
Por otra p a rte , no se puede descartar la posibilidad de que sea una con 
secuencia del proceso de s incronizacidn, mientras nose obtenga el mis-
mo resu I fado sîncronîzando en S por otro camîno.
V I I . 2 . 2 . -  Células cancerosas "In v ivo " e "în v itro "
1) El paso de "in v ivo " a "in v itro "  îm plica en las células CAE y CAEL 
una duplicacion de la poblaciôn ri bosom ica con aumento de la cantidad re 
la tiva  de polisomas de a lto  peso m olecular y dismînucion de la de monoso­
mas.
r i4
Esto unido a l llam atîvo  increm ento*de h idro lizado proteîco[_ C necesario
p r a  obtener un marcado de polisomas de las células "în v itro " , indica que 
al establecerse en un medio mucho mas rico en aminoacidos que el suero as 
cftico  del que procedian , se a ce I era extraord inaria mente el métabolisme; 
también se re fie |a  este hecho en el aumento de la velocidad de crecim ien­
to de la poblac iôn , por lo que el c ic lo  celu lar en el in terior del tumor es 
môs largo que "in v itro "
2) El resto de la poblaciôn polirribosômica también se ve a lte rad a . "In v ivo"  
los polisomas môs numerosos son los de 6 a 7 unidades, seguidos de los dfme 
ros y trfmeros. Estos ultimos son môs numerosos que "in v itro "  y môs activos. 
Es d e c ir , las células CAEL "in v ivo " sintetizan proteinas de tamano interme 
dio que no necesitan a l adaptarse a crecim iento "in v itro "
3) La estructura hallada en estos experimentos y denominoda "dfmeros incom­
pletos" se m antiene durante el proceso de adaptaciôn a crecim iento en me­
dio B, ya que se observa tanto "in v ivo " como "in v itro " . No se puede aven  
turar ninguna interpretaciôn acerca de su funcion , ya que no se ha experimer) 
tado nada en ta l senti do.
*E I aumento es de 20 veces respecto a la cantidad u tiliza d a  "in v ivo"
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